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“ Je crois que l'avenir de l'humanité est dans le progrès de la raison 


















L'activation des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) déclenche en parallèle avec le 
processus de signalisation une réponse de régulation. Cette réponse est initiée par la 
phosphorylation du récepteur suivie par le recrutement de la β-arrestine (βarr), l'internalisation 
du récepteur et son tri ultérieur vers la voie de dégradation ou de recyclage vers la membrane 
plasmique. De nombreux rapports ont signalé pour le récepteur opioïde delta (DOPr) la présence 
de réponses biaisées en fonction du ligand, le long des différentes étapes des cascades de 
signalisation et de régulation. Cette sélectivité fonctionnelle a expliqué dans certains cas la 
capacité différentielle de ces ligands à produire la tolérance analgésique in vivo. En effet, il a 
été démontré que les ligands biaisés qui activent préférentiellement la voie de signalisation par 
rapport à l’internalisation produisent moins de tolérance analgésique que ceux favorisant 
l’internalisation du récepteur. D’autre part, les mécanismes de tri post-endocytique du récepteur 
(recyclage ou dégradation) ont récemment constitué la pierre angulaire pour la compréhension 
des bases moléculaires de cette tolérance analgésique. Dans ce contexte, il a été établi que les 
ligands produisant le recyclage du récepteur suite à son internalisation produisent une action 
analgésique soutenue en les comparant à ceux envoyant le récepteur vers la voie de dégradation. 
Cette étude était alors réalisée dans le but ultime de mieux comprendre les déterminants 
moléculaires à la base de la perte de l’efficacité analgésique avec l’administration des opioïdes. 
Nous avons alors voulu tout d’abord évaluer comment le biais de signalisation par rapport à 
l’internalisation prédirait la tolérance analgésique in vivo et en second lieu nous nous sommes 
intéressés à décrire l’itinéraire post-endocytique du DOPr et son rôle dans la prévention de cette 
tolérance. Nous avons alors démontré qu’il existe un biais mesurable pour la modulation de la 
signalisation par rapport à l’internalisation pour certains agonistes du DOPr en utilisant les 
nouveaux outils pharmacologiques de quantification du biais. Ce biais mesuré au niveau des 
cellules HEK293 n’a pas prédit la tolérance analgésique in vivo d’autant plus que les propriétés 
d’internalisation du DOPr différaient entre les cellules HEK293 et les neurones, lieu biologique 
où les opioïdes exercent leurs fonctions analgésiques. Ceci soulève la question si le biais observé 
serait maintenu à travers les différents systèmes biologiques d’où l’intérêt de l’étude des 
mécanismes du trafic post-endocytique comme alternative pour la compréhension de cette 
tolérance analgésique. Ainsi, nous avons établi que le DOPr recycle des endosomes tardifs vers 




protéine X interagissant avec le gène 2 lié à l’apoptose (ALIX) et le complexe de récupération 
Rab9/ Protéine intéragissant avec la queue de 47kD (TIP47). L’interférence avec cet itinéraire 
établi a précipité la tolérance à l'analgésie, indiquant que le recyclage du récepteur tel que décrit 
contribue au maintien de la réponse analgésique aux agonistes du DOPr in vivo. Ces 
informations fournissent des éléments pertinents pour le processus de criblage de nouveaux 
opioïdes ayant une activité analgésique durable.   
 



























Activation of G protein coupled receptors (GPCR) triggers a regulatory response in parallel with 
signaling processes. This response is initiated by receptor phosphorylation followed by β-
arrestin (βarr) recruitment, receptor internalization, and subsequent sorting towards either the 
degradation pathway or recycling back to the membrane. Numerous reports have spoken of delta 
opioid receptor (DOPr) ligand-biased responses among signaling and regulation cascades. This 
functional selectivity may explain the differential profiles of these ligands to produce analgesic 
tolerance in vivo. Indeed, it has been shown that biased ligands that preferentially activate the 
signaling pathway over internalization produce less analgesic tolerance than those producing 
receptor internalization. On the other hand, the post-endocytic sorting mechanisms (recycling 
or degradation) of receptors have recently been the cornerstone for understanding the molecular 
basis of this analgesic tolerance. In this context, ligands producing receptor recycling following 
internalization have been shown to produce sustained analgesic action by comparing them to 
those sending the receptor to the degradation pathway. In the light of these observations, this 
study was conducted to better understand the molecular determinants underlying the loss of 
analgesic efficacy following prolonged opioid administration. We first wanted to evaluate how 
signaling versus internalization bias predicts analgesic tolerance in vivo, and secondly we are 
interested in describing the post-endocytic route of DOPr and how it prevents this tolerance. We 
then demonstrated that there is a measurable signaling versus internalization bias for some DOPr 
agonists using novel pharmacological tools for quantifying bias. This bias measured in HEK293 
cells did not predict the analgesic tolerance in vivo and the DOPr internalization properties were 
different between HEK293 cells and neurons, where opioids exert their analgesic functions. This 
raises the question whether the observed bias would be maintained across the different 
biological systems. We were then interested to study the post-endocytic trafficking mechanisms 
as an alternative for understanding this analgesic tolerance. We established that the late 
endosome sorting mechanism involved the ALG-2-interacting Protein X (Alix) and the tail-
interacting protein 47 (TIP47)/Rab9 retrieval complex, which support translocation of the 
receptor to the trans-Golgi network (TGN), from where it is subsequently recycled to the cell 
membrane. Preventing DOPr from completing this route precipitated acute analgesic tolerance, 




receptor. These results provide relevant insights for the process of screening new opioids with 
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1.1 Douleur et nociception 
1.1.1 Généralités 
1.1.1.1 Définition 
D’après la définition de l’IASP (association internationale pour l’étude de la douleur), 
la douleur est « une sensation désagréable et une expérience émotionnelle en réponse à une 
atteinte tissulaire réelle, ou décrite en ces termes ». La douleur apparait ainsi comme une 
expérience subjective qui interfère autant avec le psychisme et le social qu’avec les fonctions 
physiques. C'est un événement neuropsychologique pluridimensionnel et non une réaction 
simple, univoque [1,2]. Il convient alors de distinguer : 
 la composante sensori-discriminative qui correspond aux mécanismes 
neurophysiologiques de la nociception : processus neuronal permettant le décodage d’un 
stimulus douloureux au niveau du système nerveux central. Ils assurent la détection du stimulus, 
sa nature (brûlure, décharges électriques, torsion, etc.), sa durée, son évolution, son intensité, et 
l’analyse de ses caractères spatiaux; c’est ce que sent le patient. 
 la composante affective qui exprime la connotation désagréable, pénible, rattachée à la 
perception douloureuse. Cette composante peut mener à l’anxiété et/ou la dépression. Elle est 
déterminée par le stimulus nociceptif, mais aussi par le contexte dans lequel le stimulus est 
appliqué (incertitude de l'évolution de la maladie...); c’est ce que ressent le patient. 
 la composante cognitive référant à l’ensemble des processus mentaux qui accompagnent 
et donnent du sens à une perception en adaptant les réactions comportementales comme les 
processus d’attention, d’anticipation et de diversion, les interprétations et valeurs attribuées à la 
douleur, le langage et le savoir sur la douleur (sémantique) avec les phénomènes de mémoire 
d’expériences douloureuses antérieures personnelles (mémoire épisodique) décisives sur le 
comportement à adopter; c’est la signification de la douleur. 
 la composante comportementale qui correspond à l’ensemble des manifestations 
observables : physiologiques (paramètres somato-végétatifs ex. : pâleur), verbales (plaintes, 






1.1.1.2  Mécanismes  
La douleur compte trois grands mécanismes de genèse : la douleur de nociception, la 
douleur neurogène et la douleur psychogène. La douleur nociceptive est générée par un 
récepteur spécifique, un nocicepteur, dont le rôle est de signaler les atteintes à l'intégrité de 
l'organisme. Elle résulte de lésions des tissus périphériques, qui mènent à un influx électrique 
transmis par le système nerveux intact. C'est un signal d'alarme normal, et même souhaitable 
dans la mesure où il induit une attitude appropriée dont l'absence est potentiellement dangereuse 
pour l'organisme [3]. La douleur neurogène est liée à la destruction ou la lésion d’une structure 
nerveuse du système somato-sensoriel périphérique (nerf, plexus, ou racine) ou central (tissus 
médullaires ou tronc cérébral) [4]. Contrairement aux douleurs par excès de nociception, les 
douleurs neurogènes sont peu sensibles, voire insensibles aux antalgiques périphériques et 
centraux et aux blocs anesthésiques. Ces douleurs peuvent se manifester en l’absence de tout 
stimulus avec des paroxysmes, des décharges électriques, des coups de poignard. C'est aussi la 
douleur que ressentent les malades amputés et en particulier la sensation perçue dans un membre 
qui a disparu (membre fantôme). La douleur psychogène est générée par le psychisme et existe 
en l'absence de lésion. Les mécanismes physiologiques de ces douleurs ne sont pas clairement 
définis, mais l'utilisation d'antalgique semble inefficace. Ces manifestations douloureuses sont 
liées à la somatisation des problèmes psychologiques, psychiques ou sociaux de l'individu et 
c'est en traitant ces problèmes que les douleurs sont ainsi traitées [5].  
 
1.1.2 Classification 
1.1.2.1  Douleur aiguë 
On distingue principalement deux types de douleur, aiguë et chronique. La douleur aiguë 
est une douleur d’installation récente (< 3 mois), le terme « aiguë » caractérisant la durée et non 
pas l’intensité de la douleur [6]. Il s’agit d’une sensation douloureuse soit transitoire, comme 
celle qui fait suite à un traumatisme modéré, soit plus durable, comme celle qui révèle une 
maladie ; dans ce cas, elle est réversible lorsque la lésion causale est traitée. C’est un signal 




souvent associée à des manifestations neurovégétatives (tachycardie, sueurs, élévation de la 
pression artérielle) et à une anxiété. Une fois son origine identifiée, sa prise en charge nécessite 
sa reconnaissance et un traitement essentiellement pharmacologique reposant sur les 
antalgiques. L’évolution se fait en règle vers la résolution [6]. 
 
1.1.2.2  Douleur chronique 
1.1.2.2.1 Définition 
 Une fois passée la phase aiguë lorsque la douleur persiste, alors que la lésion 
traumatique ou pathologique est résolue ou traitée, la douleur est dite chronique. Il s’agit 
maintenant d’un syndrome clinique, véritable maladie à part entière, distincte de la douleur 
aiguë. Elle se caractérise notamment par la longueur de sa durée d’évolution 
(conventionnellement supérieure à 3 mois), mais surtout par l’ensemble des répercussions 
psychologiques plus ou moins sévères qu’elle entraîne, sur l’humeur et les activités (physiques, 
professionnelles, sociales et familiales) et sur le comportement du patient et sa qualité de vie 
[7]. L’objectif thérapeutique est réadaptatif, basé sur une approche multimodale 
(pharmacologique et non pharmacologique). Toute douleur doit être signalée et soulagée 
rapidement pour éviter qu’elle ne s’installe et ne devienne chronique. 
Dans les douleurs chroniques, il faut distinguer : 
• Les douleurs liées à une pathologie évolutive d’origine maligne (cancer, SIDA …), mais aussi 
bénigne (certaines pathologies rhumatismales). Leur mécanisme générateur est généralement un 
excès de nociception. 
• Les douleurs liées à une pathologie séquellaire non ou peu évolutive, d’origine bénigne, telle 
qu’une lésion nerveuse périphérique et/ou centrale. Leur mécanisme est généralement 
neuropathique. 
1.1.2.2.2 Défis reliés à la douleur chronique 
Au Canada, environ un individu sur cinq souffre de douleur chronique [8]. La prévalence 
de la douleur chronique augmente avec l’âge, étant aussi élevée que 65 % chez les personnes 




établissements de soins de longue durée. Cette douleur est sous‐estimée et souvent soulagée de 
façon inadéquate [9]. Le traitement des douleurs par excès de nociception fait appel aux 
antalgiques définis en trois niveaux par l’Organisation mondiale de la Santé. En ce qui concerne 
la douleur neuropathique, elle touche environ 7 % de la population générale, mais seulement 15 
à 30 % des patients sont soulagés avec les moyens thérapeutiques actuels. Une méta-analyse de 
2015 portant sur les traitements pharmacologiques de la douleur neuropathique a révélé que 
même si l'utilisation de certains médicaments (voir plus bas) est fortement recommandée, les 
effets sont relativement modestes : le nombre nécessaire à traiter pour produire une réduction 
de 50% de la douleur pour les médicaments fortement recommandés varie de 3,6 à 7,7, c'est-à-
dire que 4 à 8 patients doivent être traités pour qu’un seul patient ressente 50% de réduction de 
la douleur lorsque la réponse au placebo est soustraite [10]. 
 La survenue des effets secondaires souvent non traités [11] et l’observance 
thérapeutique sous-optimale attribuable à de fausses croyances et attitudes face à la douleur [12] 
font que de nombreux patients soient insatisfaits de leur traitement [13]. En effet, malgré les 
progrès de la recherche sur la douleur, la douleur chronique reste un défi à gérer [14]. Bien que 
de nombreuses options de traitement soient disponibles pour soulager cette douleur, il n'y a pas 
de consensus sur le traitement le plus approprié [15]. Cependant, des recommandations peuvent 
être proposées pour des traitements pharmacologiques de première, deuxième et troisième ligne 
basés sur le niveau de preuve pour les différentes stratégies de traitement. Les thérapies 
disponibles qui s'avèrent efficaces dans la gestion de la douleur neuropathique comprennent les 
opioïdes, le tramadol, les anticonvulsivants, les antidépresseurs, les traitements topiques 
(dispositif transdermique de lidocaïne, capsaïcine) et la kétamine. Les antidépresseurs 
tricycliques sont souvent prescrits pour soulager la douleur neuropathique. Bien qu'ils soient 
efficaces dans la réduction de la douleur, le traitement peut être compromis par l’apparition de 
nombreux effets secondaires. Les médicaments antiépileptiques (prégabaline et gabapentine) 
ont un profil d'innocuité favorable avec des préoccupations minimales concernant les 
interactions médicamenteuses et ne montrant aucune interférence avec les enzymes hépatiques. 
Sinon, les opioïdes (oxycodone et méthadone) et le tramadol peuvent être utilisés. Malgré les 
nombreuses options thérapeutiques disponibles, moins de la moitié des patients ressentent un 




partiel. De plus, les patients éprouvent fréquemment des effets indésirables lourds et, par 
conséquent, sont souvent incapables de tolérer le traitement. Chez les patients restants, les 
thérapies combinées utilisant deux ou plusieurs analgésiques avec différents mécanismes 
d'action peuvent également offrir un soulagement adéquat de la douleur. Cependant, les essais 
sur les différentes combinaisons d'analgésiques (quelle combinaison utiliser, apparition d'effets 
additifs ou supra-additifs, traitement séquentiel ou concomitant, profils d'effets indésirables de 
ces analgésiques, seuls et en combinaison) sont rares. Si les traitements médicaux ont échoué, 
des thérapies physiques et psychologiques et des thérapies invasives telles que l'administration 
intrathécale de médicaments et les techniques de stimulation neurochirurgicale (neuro-
stimulation transcutanée, stimulation de la moelle épinière, stimulation cérébrale profonde et 
stimulation du cortex moteur) peuvent être envisagées [15]. 
D’autre part, le coût global annuel de prise en charge d’un patient atteint de douleurs 
neuropathiques serait estimé à 10268$CA, dont 44,3% en coûts directs relatifs aux traitements 
et à la prestation de services de santé et 55,7% en coûts indirects relatifs à la perte de productivité 
et à la hausse des montants versés en indemnités d’invalidité [16]. Ceci représente un lourd 
fardeau économique sur le plan sociétal, au Canada et ailleurs [14]. Le besoin de développer de 
nouveaux agents thérapeutiques qui répondent véritablement aux besoins des patients est alors 
tellement pressant et c’est pour cette raison que nous nous intéressons au cours de cette étude 
au récepteur delta-opiacé (DOPr), une cible prometteuse pour le développement de nouveaux 
analgésiques contre la douleur chronique [17].  
 
1.1.3 Physiopathologie 
Pour identifier de nouvelles cibles analgésiques potentielles et pour développer de 
nouveaux traitements pour la douleur, il est important de comprendre d'abord le circuit de la 
douleur: comment la douleur est-elle déclenchée et comment cette information est-elle transmise 
au système nerveux central? Pour ce faire, il est nécessaire de comprendre comment 
fonctionnent les nocicepteurs. Le corps humain est équipé de différents types de neurones 
sensoriels et les nocicepteurs sont le sous-ensemble qui fonctionne comme l'unité primaire de 




détection de stimuli susceptibles de causer des dommages. Les molécules impliquées 
proviennent de la lyse cellulaire, des tissus environnants inflammés et des fibres sensorielles 
elles-mêmes. Les progrès de la biologie moléculaire ont enrichi la soupe inflammatoire de 
composition de plus en plus complexe: ATP et récepteur purinergique P2X3, ions H+ et 
récepteur ASIC (canal ionique sensible au proton), chaleur et récepteur vanilloïde TRPV1 (De 
l’anglais transient receptor potential cation channel subfamily V member 1), etc. Lorsqu'un 
stimulus nociceptif active un canal ionique sur un nocicepteur, l'influx cationique dépolarise le 
nocicepteur en produisant un potentiel de récepteur. Si le potentiel du récepteur est suffisamment 
grand pour atteindre le seuil d'activation des canaux sodiques voltage-dépendants (NaV), il 
déclenchera une génération de potentiel d'action et la transmission d'un signal électrique à la 
moelle épinière puis au cerveau propageant le signal de la douleur [18-20].  
Les données anatomiques et électrophysiologiques in vivo et in vitro montrent que 
certains nocicepteurs sont des fibres Aδ myélinisées et d'autres sont des fibres C non 
myélinisées. Les fibres Aδ sont de diamètre moyen et interviennent dans la première douleur, 
c’est-à-dire la douleur aiguë, rapide et localisée. Ces fibres afférentes myélinisées diffèrent des 
fibres Aß de plus grand diamètre, de conduction rapide et qui répondent à une stimulation 
mécanique inoffensive (toucher léger par exemple). Les fibres C sont de petit diamètre et 
véhiculent la douleur secondaire, lente et moins bien localisée [21]. La plupart des fibres sont 
polymodales c’est-à-dire sensibles à la fois aux stimuli nociceptifs thermiques, mécaniques et 
chimiques, mais il en existe des fibres qui répondent uniquement à un seul type de stimuli 
[18,20]. Des développements récents dans les technologies d’imagerie chez les souris 
transgéniques ont conduit à des expériences élégantes in vivo utilisant l’indicateur calcique 
fluorescent codé génétiquement GCaMP, dont l'intensité de fluorescence est proportionnelle à 
la quantité du calcium intracellulaire [22-24]. Contrairement aux études électrophysiologiques, 
qui suggèrent un phénotype prédominant polymodal des nocicepteurs, certaines études au 
GCaMP ont montré que dans des conditions normales, la plupart des neurones sensoriels in vivo 
sont réellement unimodaux, c’est-à-dire qui répondent à un seul stimulus nociceptif, tel qu'un 
pincement mécanique, mais pas la chaleur extrême ou le froid [22,23]. Cependant, comme les 
études électrophysiologiques antérieures, des études au GCaMP in vivo ont montré que les 




phénomène d’activation couplée des neurones sensoriels primaires [22-24]; l'excitabilité accrue 
des neurones sensoriels observée après une blessure est probablement un facteur clé de la 
douleur spontanée et/ou provoquée par le stimulus ressenti par les patients souffrant de douleur 
neuropathique. La discordance entre les études électrophysiologiques et celles au GCaMP a été 
suggérée par le caractère invasif des approches électrophysiologiques in vivo et le traumatisme 
de la dissociation nécessaire à l'analyse in vitro, pouvant induire une inflammation contribuant 
à l'induction de la polymodalité nociceptive [22]. En plus des expériences fonctionnelles, le 
séquençage de cellule unique de l’ARN des neurones sensoriels a montré qu’ils peuvent être 
divisés en groupes selon leurs transcriptomes [25,26]. Un avantage significatif du séquençage 
de cellule unique est la nature non biaisée de la manière dont les données sont produites. 
Cependant, pour exploiter son véritable pouvoir, il doit être effectué sur des neurones sensoriels 
d'innervation anatomique connue, c'est-à-dire en utilisant des techniques de marquage 
rétrograde, car cette technique a été utilisée pour montrer que les neurones innervant différents 
tissus présentent des propriétés distinctes [27]. Par exemple, le canal NaV1.7 est exprimé dans 
les neurones du côlon NaV1.8-positifs et pourtant les souris qui manquent le NaV1.7 dans les 
neurones NaV1.8-positifs, bien qu'ayant une douleur somatique diminuée, éprouvent une 
douleur viscérale normale, suggérant que le blocage pharmacologique du NaV1.7 seul dans les 
viscères peut être insuffisant pour cibler la douleur viscérale chronique [28]. De plus, toujours 
en utilisant les techniques de marquage rétrograde, il a été démontré que les neurones articulaires 
ont une faible réponse à l’acide, mais répondent mieux à l'ATP que les neurones cutanés [29], 
et des 6 sous-unités du canal ASIC, ASIC3 médie l'excitation acide des fibres afférentes durales, 
cornéennes et cardiaques, contribuant potentiellement à la douleur de la céphalée, les 
pathologies cornéennes et l'ischémie cardiaque, respectivement [30-32]. Le suivi rétrograde a 
été couplé avec le séquençage de cellule unique pour identifier l'empreinte moléculaire de sous-
ensembles neuronaux distincts innervant différents tissus [33,34]. Avec une telle information à 
portée de main, différents protéines et/ou sous-ensembles neuronaux peuvent être ciblés en 
utilisant des souris transgéniques pour déterminer leur contribution dans les processus 
physiologiques et ainsi identifier de nouvelles cibles thérapeutiques [35]. 
Pour continuer avec la transmission de la douleur, ces fibres primaires afférentes (dont 




ganglion de Gasser pour le visage) se projettent dans la corne dorsale de la moelle épinière, qui 
est organisée en couches distinctes anatomiquement et électrophysiologiquement. Par exemple, 
les fibres Aδ se projettent au lamina I ainsi que dans la corne dorsale profonde (lamina V). En 
revanche, les nocicepteurs C iront plus superficiellement aux laminas I et IIb [21]. La moelle 
épinière envoie des projections vers l'aire parabrachiale, située dans la région dorsolatérale du 
pont, qui présente une connexion très rapide avec l'amygdale, une région généralement 
considérée pour traiter les informations pertinentes pour les propriétés aversives de la douleur. 
Les neurones des laminas I et V constituent la principale efférence de la corne dorsale vers le 
cerveau [36]. Un sous-ensemble de ces neurones transmet l'information au cortex 
somatosensoriel via le thalamus, fournissant des informations sur l'emplacement et l'intensité 
du stimulus douloureux. D’autres neurones se connectent avec le gyrus cingulaire antérieur et 
le cortex insulaire via le tronc cérébral et l’amygdale, contribuant à la composante affective de 
la douleur. Cette information ascendante accède également aux neurones du bulbe 
rostroventromédian et de la substance grise périaqueducale pour activer les différentes voies 
descendantes de contrôle qui modulent cette douleur [21]. En effet, la modulation de la douleur 
joue un rôle de plus en plus important dans la compréhension des mécanismes de la douleur. 
Ainsi, une modulation du signal nerveux peut s’effectuer au niveau spinal par l’intermédiaire 
d’interneurones excitateurs ou inhibiteurs (ex. GABAergique), de la microglie (cellules 
immunitaires du système nerveux central) ou des fibres inhibitrices descendantes provenant de 
diverses régions supraspinales citées ci-haut (en particulier par l’intermédiaire de la sérotonine, 
de la noradrénaline et des opioïdes endogènes) (figure 1). La libération d’opioïdes endogènes, 
entre autres, au niveau spinal permet l’activation des récepteurs opioïdes (ROs), provoquant 
l’inhibition de la transmission des stimuli douloureux vers les structures supérieures, et 





Figure 1. Voies de la douleur. 
La cascade électrique et chimique de la douleur se divise en 4 étapes distinctes: transduction, transmission, 
modulation et perception. 
 
1.1.4 Récepteurs opioïdes 
1.1.4.1  Caractérisation moléculaire 
Les ROs appartiennent à la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), 
qui constitue la plus grande famille des récepteurs membranaires des mammifères, ainsi que la 
cible d'environ un tiers des médicaments approuvés/commercialisés [38]. Ils interagissent 
principalement avec la protéine G inhibitrice de l'adénylate cyclase (AC), Gαi/o. La protéine G 
sert de transducteur principal de signal vers les seconds messagers et les effecteurs. Les ROs, 
comme tous les RCPG, se caractérisent par une structure commune de sept hélices hydrophobes 
transmembranaires (TM1-TM7), connectées par trois boucles extracellulaires (EL1-EL3) et 
trois boucles intracellulaires (IL1-IL3) avec deux queues N et C-terminales, en plus de la 




liaison des ligands, la queue C-terminale intracellulaire permet l’interaction avec différentes 
protéines interagissant avec les RCPG et celles de régulation. Les IL lient les protéines G et 
certaines protéines régulatrices comme les arrestines. L’hélice 8 fait partie des interfaces à 
travers lesquelles se forment les oligomères de ROs et son réarrangement est nécessaire pour la 
conformation active du récepteur qui reconnait la β-arrestine.  
Il existe trois principaux sous-types de ROs: mu (MOPr), delta (DOPr) et kappa (KOPr), 
qui sont activés par les peptides endogènes tels que les endomorphines, les enképhalines, les β-
endorphines et les dynorphines, mais aussi par les alcaloïdes naturels et autres ligands 
synthétiques et semi-synthétiques. Bien qu'un quatrième sous-type de récepteur : le récepteur à 
la nociceptine/orphanine FQ (NOPr), est lié phylogénétiquement aux ROs, il n’est pas activé 
par les mêmes ligands. La comparaison des structures cristallines des ROs révèle des 
interactions ligand-récepteur communes responsables de la reconnaissance moléculaire des 
opioïdes classiques. En effet, les quatre ROs présentent une très grande similarité de séquence 
des régions transmembranaires (à partir d'un minimum de 67% pour le récepteur NOPr comparé 
aux autres ROs jusqu'à un maximum de 76% entre les récepteurs MOPr et DOPr) [39] et une 
structure cristallographique très similaire, même dans la région des boucles la moins conservée 
(figure 2). Ceci est particulièrement évident dans la structure en feuillet β caractéristique de 
l'EL2, qui est également présente dans la structure cristalline du récepteur de chimiokine 
CXCR4 [40], un autre RCPG liant différents peptides. Tel qu’illustré dans la figure 2, la plus 
grande différence entre les structures cristallines des ROs se trouve dans la moitié extracellulaire 
de TM1, qui semble être beaucoup plus droite dans le KOPr par rapport à celles du DOPr, MOPr 
et NOPr. Elle était également différente de la portion équivalente au niveau de la structure 
cristallographique du CXCR4. L’EL3 entre TM6 et TM7 était également très différente entre 
les ROs. Les ligands des ROs occupent une région délimitée par les hélices transmembranaires 
formant les poches de liaison. La partie inférieure de la poche de liaison est conservée parmi les 
DOPrs, MOPrs et KOPrs et est responsable de son efficacité. La partie supérieure extracellulaire 
de ces poches de liaison est différente selon le sous-type de récepteur et est responsable de la 
spécificité des ligands pour un sous-type donné. En effet, les interactions des ligands du MOPr 
et DOPr se font avec des résidus des hélices transmembranaires TM3, TM5, TM6 et TM7, alors 




résidus de ces hélices transmembranaires pour chaque sous-type de récepteur confèrent 
également la sélectivité différentielle des ligands pour un récepteur donné (exemple la leucine 
en position 300 pour le DOPr) [39].  
Des détails supplémentaires importants sur la liaison et la signalisation des ROs ont été 
fournis par la structure cristalline à ultra-haute résolution du DOPr [42] qui a révélé la présence 
d'un site de liaison allostérique occupé par le sodium, et a été trouvé dans les structures 
cristallines d’autres RCPG [43,44]. Dans toutes ces structures cristallines à ultra-haute 
résolution, cet ion est situé à proximité du résidu aspartate qui interagit avec plusieurs ligands 
orthostatiques des RCPG, y compris les ligands opioïdes classiques [41]. La mutagenèse dirigée 
et les études fonctionnelles du DOPr révèlent que la modification du résidu allostérique du site 
de sodium : l’asparagine en position 131 en alanine ou en valine augmente la signalisation 
constitutive via l’arrestine. Les mutations de l’acide aspartique en position 95, de l’asparagine 
en position 310 et celle en position 413 en alanine transforment les antagonistes classiques du 
DOPr comme le naltrindole en agonistes biaisés vers la signalisation β-arrestine. Ces données 
établissent les bases moléculaires du contrôle allostérique de la signalisation des opioïdes, 







Figure 2. Superposition des structures hélicoïdales des quatre ROs. 
Vues verticales (à gauche), extracellulaires (en haut à droite) et intracellulaires (en bas à droite) de la superposition 
des quatre structures cristallines des ROs. Les structures cristallines des récepteurs MOPr, DOPr, KOPr et NOPr 





Le gène du DOPr chez la souris, le rat et l’humain code pour une protéine de 372 acides 
aminés avec 7 domaines transmembranaires [45,46]. La séquence primaire d'acides aminés du 
DOPr est hautement conservée chez ces espèces, avec plus de 90% d'homologie (Figure 3) [47]. 
 
Figure 3.  Alignement des séquences d’acides aminés primaires du DOPr de souris, rat et humain 
Les astérix démontrent les régions conservées, les deux points les régions hautement similaires et les points celles 
faiblement similaires. Les séquences d'acides aminés formant les domaines transmembranaires (TM) sont 





1.1.4.2  Distribution des récepteurs opioïdes 
Ils sont présents dans le système nerveux central et périphérique, dans le système digestif 
et le système immunitaire. Ils sont largement étudiés en raison de leur rôle crucial dans la gestion 
de la douleur, l’abus et l’addiction des drogues et les troubles de l'humeur [41]. Ils sont 
également responsables d’une multitude de fonctions biologiques comme la mémoire, 
l’apprentissage, le sentiment de satiété et de soif, le développement du système nerveux central, 
la locomotion, les fonctions digestives, respiratoires et cardiovasculaires et la liste est encore 
longue. Pour une revue de ces systèmes, voir [48]. 
 Dans cette thèse, nous nous intéresserons à la localisation anatomique du DOPr dans le 
système nerveux des mammifères. Dans le système nerveux central, les DOPrs sont exprimés 
dans des régions spécifiques du cerveau avec des densités élevées dans le bulbe olfactif, le 
cortex, le striatum et l'amygdale. Ils sont également exprimés dans les zones impliquées dans la 
régulation de l'humeur [49-51]. Tout au long du circuit de la douleur, les DOPrs s'expriment 
dans plusieurs structures impliquées dans la transduction (terminaisons nerveuses 
périphériques), la transmission (neurones des DRG (ganglions de la corne dorsale) et substance 
grise de la moelle épinière) et la perception du stimulus douloureux (cortex cérébral). Plus 
récemment, il a été montré que les DOPrs étaient exprimés dans des axones périphériques 
entourant les follicules pileux et d'autres organes mécanosensoriels. Ces récepteurs réduisent la 
transmission de l’influx nerveux vers la corne dorsale de la moelle épinière via l'inhibition des 
canaux calciques voltage-dépendants ce qui régule probablement l'hypersensibilité cutanée 
mécanique typique des syndromes de douleur chronique [52]. L’expression du DOPr diffère 
entre les espèces. Dans les neurones des DRG des rongeurs, l'expression du DOPr est dispersée 
dans différents types de cellules tandis que chez les primates, l'ARNm du DOPr est 
principalement détecté dans les neurones de diamètres petits et moyens et les sites de liaison du 
DOPr sont concentrés dans les laminas I et II de la moelle épinière [53].  
Le marquage pharmacologique [54] et celui à l'or colloïdal du DOPr ont révélé que ce 
récepteur est principalement localisé dans le cytoplasme des cellules [55,50,56-58], suggérant 
que le DOPr est l'un des rares RCPG qui soient dirigés à la surface des cellules via la voie de 
sécrétion régulée [59-62], c’est-à-dire en réponse à un signal particulier. En effet, le DOPr est 




physiologique (nage forcée, privation d’eau, décharge électrique, hypoxie), l'exposition 
prolongée aux drogues d'abus (morphine, méthadone, étorphine), la douleur inflammatoire 
chronique et la plasticité liée à l'apprentissage [47]. D’autre part, des études ont démontré que 
le DOPr peut être acheminé à la membrane plasmique via la voie de sécrétion constitutive où 
les récepteurs sont constamment dirigés vers la membrane plasmique à travers les microtubules 
du cytosquelette [47,63]. En effet, l’activation du DOPr stimule la cofiline, une protéine qui 
régule la dynamique des filaments d’actine, contrôlant son expression membranaire. Ce 
processus implique le recrutement de la protéine kinase ROCK (de l’anglais Rho-associated 
coiled-coil containing kinase), de la kinase LIMK (LIM-kinase) et de βarr1 (mais pas de βarr-
2) (voir détails dans la section 1.5.2.2.2.3.2)  [63]. Ces données suggèrent que les deux voies 
sécrétoire et constitutive sont impliquées dans l’acheminement du DOPr vers la membrane 
plasmique. Bien qu'il existe des preuves solides affirmant la localisation subcellulaire du DOPr 
principalement dans les compartiments intracellulaires, une controverse concernant ce dogme 
est apparue. La création de souris exprimant le DOPr-eGFP (DOPr marqué par l’eGFP : protéine 
fluorescente verte) a permis la visualisation du récepteur au niveau de la surface des neurones 
sensoriels [64,65], ce qui a alimenté le débat sur la non-spécificité des anticorps anti-DOPr 
(utilisés pour montrer la distribution intracellulaire), d’autant plus qu’ils produisent un 
immunomarquage chez les souris invalidées génétiquement pour le DOPr [64]. En utilisant ces 
souris, on a démontré la localisation du DOPr dans les afférences myélinisées et non peptidiques 
avec une absence quasi complète de leur expression dans les neurones exprimant la substance P 
[64], bien que d’autres démontrent que le DOPr colocalise avec la substance P et le CGRP 
(peptide relié au gène calcitonine) en utilisant la microscopie électronique et 
l’électrophysiologie. Cette même étude a démontré que les agonistes du DOPr sont plus 
efficaces pour réduire la douleur mécanique que celle thermique, une découverte corroborée 
avec le fait que les afférences myélinisées sont sensibles aux stimuli mécaniques et pas 
thermiques [66]. Il faut cependant ne pas oublier que chez ces souris modifiées génétiquement, 
l’étiquette eGFP de 26.9 kDa placée au niveau C-terminal du récepteur pourrait modifier 
l'interaction du récepteur avec les protéines de signalisation, de triage, de trafic et de régulation 
qui se lient essentiellement au domaine C-terminal du récepteur. D’autre part, l'eGFP peut 
former des oligomères covalents par liaison disulfure dans des environnements oxydants, tel 




fluorescence [67]. En conséquence, une proportion substantielle du DOPr intracellulaire chez 
les souris exprimant le DOPr-eGFP peut ne pas être visible en raison des molécules eGFP mal 
repliées (non fluorescentes) qui affectent non seulement la visualisation de la fluorescente verte 
(GFP), mais aussi la liaison des anticorps anti-GFP. En accord avec cette possibilité, la fusion 
de plusieurs marqueurs au DOPr a induit des profils de distribution subcellulaires distincts, où 
l'eGFP fusionné à l'extrémité N ou C-terminale a donné une localisation principalement à la 
surface cellulaire contrairement aux récepteurs fusionnés avec les marqueurs Myc- ou 
hémagglutinine [68]. Donc les données obtenues avec ces souris doivent être interprétées avec 
précaution.  
 
1.1.4.3  Effets secondaires des ligands des récepteurs opioïdes 
Bien que leur efficacité analgésique soit largement établie, l'utilisation médicale efficace 
des ligands des ROs est limitée par l’apparition de nombreux effets secondaires indésirables, y 
compris la dépression respiratoire, la sédation, les nausées, les vomissements et la constipation. 
En outre, l'utilisation prolongée d'opioïdes entraîne souvent le développement de tolérance 
analgésique et de dépendance physique et psychologique [69,70]. L'utilisation de modèles de 
souris transgéniques a établi que les effets désirés et indésirables des opioïdes disponibles en 
clinique sont médiés par les MOPrs [71]. Cela a stimulé la recherche sur les DOPrs et les KOPrs 
en tant que cibles alternatives pour le développement rationnel de nouveaux analgésiques avec 
moins d’effets secondaires. Ces deux types de récepteurs produisent une analgésie efficace 
[72,17], mais le stress et les réponses dysphoriques associés à l'activation du KOPr [73,74] font 
des DOPrs une alternative plus attrayante pour le développement de médicaments analgésiques. 
En effet, les agonistes du DOPr produisent moins d’effets secondaires gastro-intestinaux [75-
77], de dépression respiratoire [78,76] et de dépendance physique [79,80] que ceux du MOPr. 
Des études cliniques réalisées sur les agonistes du DOPr ont souligné l’absence de dépression 
respiratoire suite à leur administration [81]. Un autre avantage à soulever réside dans le fait que 
les agonistes du DOPr présentent des propriétés anxiolytiques et antidépressives [82]. Leur 
capacité à moduler ces réactions émotionnelles est hautement souhaitable, non seulement en 
termes de nouvelles applications thérapeutiques, mais aussi en raison de l'association fréquente 




démontré une efficacité notable, comme déjà mentionné dans la section 1.1.2.2.2 [17]. La 
participation DOPr aux réponses de récompense est aussi considérablement moindre que celle 
du MOPr, étant principalement associée à l'apprentissage des récompenses physiologiques 
[71,83]. Cependant, les agonistes du DOPr peuvent augmenter l'excitabilité du cerveau en 
réduisant le seuil des crises épileptiques [82,84] et présentent un potentiel de tolérance 
analgésique considérable [85,86]. Mais de façon intéressante, l'ampleur des effets indésirables 
n'est pas la même pour tous les ligands du DOPr, ce qui suggère que la conception rationnelle 
de nouveaux agonistes peut améliorer de façon réaliste leur profil thérapeutique. Et c’est pour 
toutes ces raisons que nous nous sommes intéressés dans ce travail à l’étude des caractéristiques 
pharmacologiques (signalisation et trafic) des agonistes du DOPr afin d’ultimement comprendre 
les causes biologiques de la tolérance analgésique, ce qui aidera pour le développement rationnel 
de nouveaux analgésiques ayant un profil pharmacologique plus sécuritaire.  
 
1.1.4.4 Les ligands du récepteur opioïde delta 
Bien qu’aucun ligand du DOPr ne soit retrouvé en pratique clinique, plusieurs ont été 
développés et identifiés. Dans ce travail, on s’intéressera aux ligands peptidiques DPDPE (D-
Pen (2,5)-enképhaline), TIPP (H-Tyr-Tic-Phe-Phe-OH) et UFP-512 (H-Dmt-Tic-NH-CH(CH2-
COOH)-Bid), au ligand non peptidique SNC-80 (4-[(R)-[(2R,5S)-2,5-dimethyl-4-prop-2-
enylpiperazin-1-yl]-(3-methoxyphenyl)methyl]-N,N-diethylbenzamide) et à l’alcaloïde 
classique à savoir la morphine (tableau 1).  
Le DPDPE est un agoniste opioïde dérivé de l’enképhaline, un pentapeptide endogène, 
en remplaçant les acides aminés 2 et 5 de l’enképhaline par un dérivé D-Pen (pénicillamine; β, 
β-diméthylcystéine). Il contient une liaison disulfure via les deux dérivés D-Pen afin de rendre 
la conformation plus rigide pour se lier spécifiquement au DOPr [87,88]. Il est devenu un outil 
pharmacologique largement utilisé. 
 Le tétrapeptide TIPP est très sélectif du DOPr. Caractérisé par une extrémité 





L’UFP-512 a été synthétisé à partir d’un pharmacophore antagoniste, le Dmt-Tic, en 
modifiant l’extrémité C-terminale dans le but de créer un puissant agoniste. Il a une très grande 
affinité au DOPr [90]. L’UFP-512 peut traverser la barrière hématoencéphalique et a montré 
son efficacité dans certains troubles de l’humeur comme l’anxiété et la dépression [91]. La 
présence d'une fonction CH2-COOH entre les pharmacophores Dmt-Tic et l'anneau bid 
(benzimidazole) augmente la puissance et la sélectivité pour le DOPr et confère à la molécule 
des propriétés pharmacocinétiques favorables lui permettent de traverser la barrière 
hématoencéphalique.  
Le SNC-80 a été synthétisé à partir de l’énantiomère du 1-allyl-trans-2,5-
dimethylpiperazine, et présente une très grande sélectivité au DOPr [92]. Pendant longtemps, 
l’évaluation de l’efficacité antalgique des agonistes du DOPr a été freinée par l’absence 
d’agonistes de bonne affinité, sélectifs et stables in vivo [93]. La synthèse de ces molécules a 
ainsi représenté une avancée importante pour l’étude de ce récepteur [94].  
En ce qui concerne la morphine, des méthodes de synthèse chimique existent, mais la 
production à partir du pavot reste la plus rentable. Elle présente une sélectivité plus grande pour 





Tableau 1. Structure des ligands opioïdes utilisés dans notre étude. 
 
1.2 Signalisation des récepteurs opioïdes delta 
Comme les autres ROs, la signalisation des DOPrs se fait via l'activation des protéines 
G hétérotrimériques. Les premières observations ont démontré que les opioïdes réduisent la 
production d'AMPc, un effet sensible à la toxine pertussique (PTX), qui inhibe spécifiquement 
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des ROs [95,96]. La PTX catalyse l’ADP-ribosylation des protéines Gi/o ce qui empêche les 
protéines G d'interagir avec les RCPG sur la membrane cellulaire, interférant ainsi avec la 
communication intracellulaire. Les sous-unités Gi restent bloquées dans leur état inactif lié au 
GDP, donc incapables d'inhiber l'activité de l'adénylate cyclase, conduisant à des concentrations 
cellulaires accrues d'AMPc [97]. Depuis, le répertoire des signaux médiés par les opioïdes n'a 
cessé de croître, d'abord avec la découverte que les dimères βγ de la protéine G peuvent moduler 
les enzymes membranaires comme l’AC, la phospholipase C β (PLCβ) et les canaux ioniques 
tels que Cav2 (canaux calciques voltage-dépendants) et Kir3 (canaux potassiques à rectification 
entrante de type 3) et plus récemment avec la découverte que les DOPrs engagent également 
des cascades de signalisation médiées par les kinases de la famille MAPK (Protéine kinase 
activée par des mitogènes) [47]. Tous ces effecteurs seront détaillés un par un dans les 
prochaines sections. 
 
1.2.1 Activation du récepteur 
La structure cristalline du MOPr à l'état actif a été tout récemment résolue en utilisant 
un agoniste de haute affinité et un fragment d'anticorps de camélidé mimant la protéine G [98]. 
La comparaison de cette structure avec les structures à l'état inactif du MOPr [99] et du DOPr 
[42,100], ainsi que les structures à l'état inactif et actif du récepteur β2AR (récepteur β-
adrénergique de type 2) [101,102], muscarinique M2 (M2R) [103,104], et de la rhodopsine 
[105], a identifié des mécanismes d’activation partagés des RCPG. En effet, les changements 
conformationnels à la surface cytoplasmique des MOPr, β2AR, M2R et la rhodopsine activés 
incluent un grand mouvement vers l'extérieur de TM6 et un mouvement vers l'intérieur plus 
faible de TM5 et TM7. Au niveau de la poche de liaison, la différence structurelle entre l’état 
actif et inactif est relativement subtile pour le MOPr. L'activation des β2AR et M2R implique 
des interactions polaires spécifiques entre le récepteur et les agonistes avec un mouvement vers 
l'intérieur de 2 Å de TM5 pour le β2AR et un mouvement vers l'intérieur de 2 Å de TM6 pour 
le M2R. Malgré ces petites différences, les changements structurels globaux observés à 
l'interface récepteur/protéine G sont très similaires [98]. Les mécanismes par lesquels ces 
changements se propagent vers la surface cytoplasmique sont similaires entre le MOPr et le 




et isoleucine) appelée la triade du noyau conservée qui se trouve juste en dessous de la poche 
de liaison. Ce réarrangement est associé à une rotation dans le sens inverse des aiguilles d'une 
montre (vue de la surface extracellulaire) et à un mouvement vers l'extérieur de l'extrémité 
cytoplasmique de TM6. En plus du réarrangement de la triade du noyau conservée, la 
comparaison des structures inactives et actives de ces récepteurs révèle un vaste réseau 
d'interactions polaires entre la poche de liaison orthostérique et l'interface de couplage à la 
protéine G qui se réorganise lors de son activation. Les changements conformationnels dans 
TM5 et TM6, qui sont nécessaires pour l'engagement complet de la protéine G, dépendent 
presque complètement de la présence de l'agoniste et du nanocorps qui mime la protéine G, 
révélant un faible couplage allostérique entre la poche de liaison et l'interface de couplage à la 
protéine G (TM5 et TM6) [106]. En présence d'agoniste seul, les changements conformationnels 
d’IL1 et H8 sont plus importants que ceux de TM5 et TM6. Ces résultats suggèrent qu’au moins 
un de ces domaines joue un rôle dans l'interaction initiale avec la protéine G, et que TM5 et 
TM6 ne sont engagés que plus tard dans le processus de formation du complexe. Les interactions 
initiales entre la protéine G et l’IL1 et/ou H8 peuvent être impliquées dans la spécificité de 
couplage de la protéine G, comme cela a été suggéré pour d'autres RCPG [106]. En d’autres 
termes, ces observations supportent un modèle où la protéine G pourrait initialement interagir 
avec les domaines H8 et/ou IL1 du récepteur avant de se connecter aux domaines 
transmembranaires et de stabiliser les domaines TM5 et TM6 dans une conformation ouverte 






Figure 4: Modèle d’interaction protéine G-MOPr. 
Modèle proposant la propagation des changements conformationnels de la poche de liaison aux domaines IL1 et 
H8 initiant des interactions avec la protéine Gi (cercle jaune) suivie de l’interaction avec TM5 et TM6. Les cercles 
numérotés représentent l'identité et la position des domaines TM vus du côté intracellulaire de la membrane (image 




Pour le DOPr, une étude plus ancienne de mutagenèse utilisant des récepteurs mutés 
constitutivement actifs a proposé une activation du récepteur par le ligand comme suit : 
l’agoniste opioïde se lie à la partie hydrophobe de l’EL3 et éventuellement dans la région N-
terminale, déstabilisant ainsi les interactions de TM6 et TM7 près du côté extracellulaire du 
récepteur. Le ligand pénètre ensuite dans la poche de liaison et perturbe les interactions 
hydrophobes et hydrophiles au sein des hélices 3, 6 et 7. Il en résulte des mouvements de ces 
hélices et la propagation ultérieure de ces mouvements dans le récepteur. Ce mouvement aboutit 
finalement à une rupture des liaisons cytoplasmiques ioniques et éventuellement l'exposition 
des domaines intracellulaires des récepteurs aux protéines G et d'autres protéines effectrices 
[107]. 
 
1.2.2 Transduction du signal 
Les protéines G sont les transducteurs moléculaires qui activent les cascades de 
signalisation intracellulaires en réponse à l'activation des RCPG par des stimuli extracellulaires. 
Les protéines G sont hétérotrimériques composées d’une des 23 isoformes de la sous-unité α, 
une des 7 isoformes de la sous-unité β et une des 12 isoformes de la sous-unité γ (quand les 
variantes d’épissage et les modifications post-traductionnelles sont prises en compte). Les sous-
unités β et γ forment un dimère qui ne se dissocie pas dans les conditions physiologiques, mais 
il demeure controversé si l’activation de la sous-unité α crée ou non une dissociation complète 
avec le dimère βγ [108]. Les isoformes Gα (45kDa) peuvent être séparées en quatre sous-
familles : Gi/o (inhibition de l’AC), Gs (activation de l’AC), Gq (activation de PLCβ) et G12/13 
(activation de la protéine RhoGEF; de l’anglais guanine nucleotide exchange factor for 
Rho/Rac/Cdc42-like GTPase). Les quatre premières isoformes Gβ découvertes, Gβ1-4, sont des 
protéines de 36 kDa hautement homologues (80-90% de similarité), Gβ5, une protéine de 40 
kDa, est identique à seulement 50% aux quatre premières isoformes Gβ. Toutes les 12 isoformes 
Gγ ont une taille comprise entre 7 et 8,5 kDa, mais sont beaucoup plus divergentes que les 
isoformes Gβ. Puisque Gβ et Gγ sont censées former un dimère fonctionnel in vivo, 
l'hétérogénéité de Gβγ définie comme le produit des gènes Gβ et Gγ est plus grande que Gα 
même si toutes les combinaisons Gβγ possibles ne peuvent se former. Les modifications post-




Le dimère Gβγ active différents effecteurs y compris les canaux ioniques, l’AC, les PLC 
et des composantes de la cascade des MAPK. L'architecture générale de la sous-unité Gα est 
constituée d'un domaine GTPase (enzyme hydrolysant le GTP) qui est homologue aux protéines 
G monomériques liant le GTP (telles que les protéines Ras), et d'un domaine hélicoïdal qui ne 
se trouve que dans les sous-unités α des protéines G hétérotrimériques et est responsable de la 
rétention des nucléotides GDP (guanosine diphosphate) et GTP (guanosine triphosphate) à 
l’intérieur du noyau de la protéine. Elle oscille entre une conformation inactive liée au GDP et 
une conformation active liée au GTP qui peut moduler l'activité des protéines effectrices. La 
sous-unité Gβ présente une structure en feuillet β et interagit en N-terminal avec la sous-unité 
Gγ grâce à un faisceau d’hélices. Le dimère Gβγ lie une poche hydrophobe présente sur la sous-
unité Gα non activée liée au GDP. L’activation de Gα par le GTP fait disparaitre cette poche 
hydrophobe et réduit l’affinité de cette dernière pour Gβγ. En effet, basé sur les structures 
cristallines, et prédit à partir d'expériences biochimiques antérieures, le modèle d’activation de 
la protéine G affirme que le récepteur activé catalyse l'échange de GDP pour le GTP sur la sous-
unité α, induisant un changement conformationnel qui réduit sensiblement l'affinité de la 
protéine Gα pour Gβγ résultant en leur dissociation [109]. Le site de liaison nucléotidique au 
sein de la protéine G est situé entre les deux domaines GTPasique et hélicoïdal de la protéine 
Gα. La majorité des contacts impliqués dans cette liaison au GDP est fournie par le domaine 
GTPasique. Il est composé d'un feuillet β à six brins (β1-β6) et cinq hélices α (α1-α5). Plusieurs 
boucles de ce domaine jouent un rôle important dans la liaison aux nucléotides. En particulier, 
la boucle β1-α1 qui relie le brin β1 et l'hélice α1 coordonne les phosphates nucléotidiques avec 
l'hélice α1 adjacente, tandis que les boucles β5-α4 et β6-α5 engagent l'anneau de guanine du 
GDP. Une autre partie de la poche de liaison aux nucléotides est formée par le domaine 
hélicoïdal de la protéine Gα qui contient six hélices α (αA-αF) insérées entre l’hélice α1 et le 
brin β2 du domaine GTPasique. En s’appuyant contre le domaine GTPasique, le domaine 
hélicoïdal fonce les nucléotides liés dans l'interface entre les deux domaines. L'apposition étroite 
des deux domaines, en premier observée dans la structure cristalline de la sous-unité Gα de la 
transducine (Gαt), a conduit à l'hypothèse que le couplage de la protéine G aux récepteurs peut 
entraîner une séparation des deux domaines suivie d'une dissociation du GDP [110]. Cela a été 
confirmé plus tard par la structure cristalline du récepteur β2AR en complexe avec la protéine 




lors de la libération des nucléotides [111]. En outre, plusieurs méthodes de mutagenèse, 
biochimiques et biophysiques (comme la spectroscopie à double résonance, les mesures de 
l'échange hydrogène/deutérium) sur plusieurs isoformes des protéines G ont fourni la preuve 
que la séparation des domaines est d'une importance générale pour la libération des nucléotides 
dans toutes les protéines G hétérotrimériques. Le domaine hélicoïdal délocalisé est très 
dynamique et adopte des conformations variables par rapport au domaine GTPasique [112]. La 
libération de nucléotides est aussi déclenchée par d'autres changements conformationnels 
induits par des connexions allostériques au niveau de l'interface récepteur-protéine G comme 
celles médiées par l’extrémité C-terminale de l’hélice α5 du domaine hélicoïdal avec les 
domaines transmembranaires 3, 5 et 6 et les boucles intracellulaires 2 et 3. L’hélice α1 et la 
région charnière αN-β1 y jouent aussi un grand rôle [112]. 
Leurs sous-unités libres de la protéine G activent leurs voies de signalisations respectives 
via différents effecteurs, jusqu'à ce que l'hydrolyse du GTP par Gα (avec les protéines RGS : 
régulateurs de signalisation des protéines G) permette à ces sous-unités de se réassocier, 
désactivant effectivement la protéine G jusqu'à une autre interaction avec le récepteur activé 






Figure 5. Le cycle de la protéine G. 
À l'état inactif, les protéines G sont des hétérotrimères de sous-unités α (bleu) liées au GDP, β (verte) et γ (jaune). 
Lors de la liaison d'un agoniste (violet clair), les récepteurs (rose) subissent un changement conformationnel qui se 
propage vers Gα. Cette protéine hélicoïdale se rabat et permet l’échange du GDP par le GTP. Cet échange 
déstabilise le complexe récepteur activé R*-protéine G, permettant aux deux sous-unités Gα et Gβγ séparées 
d'interagir avec les protéines effectrices en aval. Le signal se termine par l'hydrolyse du GTP en GDP par Gα, qui 





1.2.3 Les effecteurs du récepteur opioïde delta 
Les protéines G activent ou inhibent différents effecteurs intracellulaires qui peuvent 
être dans le cas du DOPr des canaux ioniques (ex : Cav2 et Kir3), des enzymes membranaires 
(ex : AC, phospholipases) ainsi que certaines cascades de kinases (ex : celles appartenant à la 
famille MAPK). 
 
1.2.3.1  L’adénylate cyclase 
L'AC est l'enzyme qui synthétise l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) à partir 
de l'adénosine triphosphate (ATP). L’AMPc fonctionne comme un second messager pour 
relayer les signaux extracellulaires aux effecteurs intracellulaires. C’est un composant clé des 
voies de signalisation intracellulaires procaryotes et eucaryotes. Chez les eucaryotes, l'AMPc 
induit des réponses physiologiques allant de la croissance, la différenciation et l'expression des 
gènes à la sécrétion et la neurotransmission. Récemment, on a démontré leur importance dans 
les processus d’apprentissage et de mémoire, d’addiction aux drogues, de longévité et ceux 
cardiovasculaires. Il active principalement la protéine kinase dépendante de l’AMPc (PKA), qui 
régule par phosphorylation l’activité de nombreuses enzymes, kinases secondaires, facteurs de 
transcription, récepteurs et canaux [114]. L'AMPc active également les facteurs d'échange des 
protéines G monomériques nommés protéines EPAC [115,116], active les canaux dépendants 
des nucléotides cycliques et régule l'activité de certaines phosphodiestérases cycliques 
spécifiques du guanosine monophosphate cyclique (GMPc) [117]. Dans les bactéries, l'AMPc 
se lie directement aux facteurs de transcription et est responsable de la répression des gènes 
impliqués dans le métabolisme, servant également de mécanisme de rétroaction [118].  
Chez les mammifères, 10 gènes ont été clonés qui codent pour les AC membranaires 
(AC1 à AC9) ou pour une forme soluble de l’AC (sAC). Les isoformes de l’AC chez les 
mammifères présentent une identité de séquence de 50 à 90%. Les 9 formes membranaires, 
partageant environ 60% d'homologie, sont composées de 6 segments transmembranaires suivis 
d'une grande boucle cytoplasmique répétés en tandem, donnant un total de 12 segments 
transmembranaires et 2 domaines cytoplasmiques (C1 et C2) (figure 6). La structure cristalline 




mécanisme de catalyse [119]. Le noyau catalytique de l’AC des mammifères est composé d'un 
hétérodimère des domaines C1 et C2, qui sont reliés entre eux par une pseudo-symétrie double. 
En particulier, le site actif de la catalyse, où les nucléotides se lient, est situé à l'interface des 
domaines, mais est pseudo-symétrique par rapport au site de liaison de la forskoline (un 
diterpène qui augmente la quantité d'AMPc dans les cellules en stimulant l'AC). Deux résidus 
d'acide aspartique dans le site actif supportent la liaison de l'ATP par la coordination de deux 
ions magnésium. Les AC utilisent des cations divalents (par exemple, Mg2+ ou Ca2+) pour 
déprotoner le groupement hydroxyle du cycle ribose de l'ATP [119]. Cette étape clé est 
nécessaire pour l'attaque nucléophile subséquente du phosphate par l'oxyanion nouvellement 
formé. Les produits finaux sont l'AMPc et le pyrophosphate (PPi). La protéine Gαs se lie sur un 
site partagé entre les domaines C1 et C2, tandis que la forskoline se lie à une poche hydrophobe 
à l'interface des deux domaines. Bien que le rôle fonctionnel des domaines membranaires des 
AC reste controversé, il a été suggéré qu’ils peuvent se dimériser à travers ces domaines [120]. 




Figure 6. Domaines structurels des AC membranaires.  
Les neuf AC membranaires comprennent un domaine N-terminal intracellulaire, deux domaines TM1 et TM2 (six 
TM chacune) liés par le domaine cytoplasmique C1 et une extrémité C-terminale intracellulaire contenant le 
domaine C2. Le domaine catalytique hautement conservé est formé suite à l'association des domaines C1 et C2 (en 




Chez les eucaryotes supérieurs, on pense que les protéines G, la calmoduline (CaM), les 
protéines kinases et les ions bicarbonate sont les modulateurs natifs de l'activité de l’AC [122-
125]. En effet, les protéines Gαi1,2,3, Gαo et Gαz (appartenant aussi à la sous famille des protéines 
Gi/o) inhibent l'activité de l’AC dépendamment de l’isoforme. La Gαi inhibe l’AC5 et AC6, les 
Gαo inhibent l’AC1. La protéine Gαz inhibe également l’activité de l’AC sans être affectée par 
la PTX. La protéine Gβγ peut stimuler l'activité de l’AC2, AC4 et AC7, bien qu'elle dépende de 
la coactivation par Gαs. La protéine Gβγ interagit avec le domaine C1 de l’AC2 pour la stimuler 
[126]. Au contraire, elle a l'effet opposé sur l’AC1, AC3 et AC8, provoquant une réduction de 
l'accumulation d'AMPc. Il a été aussi démonté que la protéine Gβγ inhibe l’AC5 et AC6 dans 
des expériences de culture cellulaire [127], mais pas dans des expériences in vitro [128]. Ces 
résultats opposés peuvent résulter des effets de Gβγ sur d'autres molécules de signalisation, et 
devront être mieux compris dans des recherches futures. Les protéines RGS ont également été 
impliquées dans la régulation directe des AC. RGS2 diminue l’accumulation d’AMPc [129] et 
se lie au domaine C1 de l’AC5 [130]. De plus, les expériences de transfert d'énergie par 
résonance de bioluminescence (BRET) suggèrent que RGS2 peut interagir directement avec 
l’AC2 et AC6 [131]. La CaM est un activateur puissant de plusieurs isoformes de l’AC de 
mammifères comme l’AC1 [132], AC8 [133] et AC3 [134]. La CaM inhibe l’AC1 et AC3 
indirectement par l'activité de la protéine kinase dépendante de la CaM (CaMK) de type II et 
IV. La phosphorylation de l’AC1 et AC3 par les CaMK inhibe la cyclase en bloquant la liaison 
des activateurs. La modification post-traductionnelle des AC par phosphorylation, qui peut être 
provoquée par la PKA ou la protéine kinase dépendante du Ca2+ (PKC), est généralement 
inhibitrice. La PKA supporte un mécanisme de rétroaction négative où l’augmentation de 
production d’AMPc induit l’activation de PKA qui va à son tour phosphoryler et inhiber l’AC. 
Le niveau de Ca2+ cellulaire peut également réguler l'activité de l’AC directement, car toutes les 
isoformes sont inhibées par des concentrations élevées de calcium [135]. La fonction de l’AC 
peut également être affectée par le stress cellulaire [136], ainsi que par des petites molécules 
exogènes telles que la forskoline, un diterpène activateur de l’AC [137]. Bien que de multiples 
isoformes de l’AC puissent être exprimées dans une seule cellule, elles sont souvent 





Il est reconnu depuis longtemps que le DOPr module la production d'AMPc en engageant 
différents sous-types des protéines Gαi/o sensibles à la PTX [37]. Dans les lignées cellulaires 
immortalisées exprimant le DOPr endogène ou recombinant, la protéine Gαi2 a été 
fréquemment associée à l'inhibition de l'AMPc, bien que des sous-types supplémentaires soient 
également impliqués dans cette réponse [47]. Par exemple, les DOPrs exprimés dans les cellules 
CHO (cellules ovariennes de hamster chinois), les cellules COS (cellules de rein de singe vert 
africain) [139,140] et les cellules HEK293 (Cellules embryonaires de rein humain 293) [141] 
activent Gαz et modulent l'activité de l’AC d'une manière insensible à PTX. Dans les cellules 
COS et CHO, l'inhibition de l'AC par les agonistes du DOPr n'était évidente que lorsque ces 
récepteurs étaient co-exprimés avec le MOPr [140], cependant, dans les cellules HEK293, les 
DOPrs exprimés seuls étaient capables à la fois d'inhiber [141,142] ou stimuler la production 
d'AMPc via Gαz [143,142]. La raison pour laquelle certaines cellules, mais pas d'autres 
permettent au DOPr d'activer Gαz en l'absence du MOPr n'est pas évidente. Gαz a un taux 
d'hydrolyse GTP très lent [144], qui peut être sélectivement accéléré par les protéines RGS de 
type Z1 [145], réduisant fortement l'inhibition de la production d'AMPc par Gαz [146]. Des 
différences dans la concentration des protéines RGS entre les différentes cellules peuvent 
expliquer pourquoi l'inhibition de la production d'AMPc a été observée dans les cellules 
HEK293, mais pas dans les cellules CHO  ou COS. Cependant, si c'est effectivement le cas, 
l'activation de Gαz par le dimère MOPr-DOPr impliquerait que l'hétéromère est capable 
d'inactiver les protéines RGS [47].  
L'activation aiguë du DOPr dans le cerveau peut également produire une modulation 
positive ou négative des niveaux d'AMPc. Ainsi, bien que l'activation du DOPr au niveau du 
striatum inhibe la production d'AMPc, la stimulation de ceux présents dans les bulbes olfactifs 
[147], le cortex préfrontal médian [148] et les cultures primaires de neurones hippocampiques 
[149] potentialisent la production d'AMPc. Ce modèle distinct de modulation de l'AMPc par le 
DOPr est étroitement corrélé avec l'expression spécifique des différentes isoformes de l’AC qui 
sont distinctement modulées par Gαi/o et Gβγ [47].  
La signalisation du DOPr par l’AMPc peut également contribuer aux effets analgésiques 
des opioïdes, mais le mécanisme par lequel ces signaux peuvent influencer la nociception reste 




pas l’AC5 [150] et augmentée chez celles surexprimant l’AC7 [151], ce qui plaide en faveur 
d'une implication de l’AC dans l'effet analgésique des opioïdes. Cependant, l’effet analgésique 
aigu de la morphine n’a pas été affecté chez les souris qui n’expriment pas l’AC1 et l’AC8 [152]. 
L'échec des inhibiteurs de la PKA à modifier l'analgésie morphinique aiguë confirme également 
que les effecteurs de l'AMPc sont minimalement impliqués dans les réponses analgésiques 
aiguës aux opioïdes [153], tout comme l'observation que les inhibiteurs de la phosphodiestérase 
ne modifient pas l'analgésie engendrée par l'administration intracérébroventriculaire ou 
intrathécale du DPDPE [154]. D'autre part, la signalisation via l’AC a été impliquée dans les 
adaptations cellulaires qui résultent d'une stimulation chronique du DOPr et peut contribuer à la 
tolérance analgésique. 
 
1.2.3.2  Les phospholipases  
Ce sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons ester des phospholipides membranaires. 
Elles sont au nombre de cinq selon leur site d’action sur la molécule : A1, A2, B, C et D. Les 
phospholipases A1 et A2 libèrent respectivement les acides gras qui estérifient les fonctions 
alcool primaire et secondaire du glycérol. La phospholipase B effectue une combinaison des 
deux activités enzymatiques précédentes. La phospholipase C (β, γ, δ, ε, ζ, η) hydrolyse la 
liaison ester entre le glycérol et le groupement phosphate. Enfin la phosphlipase D (D1 et D2) 
libère la choline en générant un acide phosphatidique (figure 7). On s’intéressera uniquement 
aux PL activées par le DOPr à savoir la phospholipase A2 (PLA2), la phospholipase C de type 





Figure 7: Site de clivage des phospholipases 
Une enzyme qui effectue à la fois les activités de PLA1 et PLA2 est appelée phospholipase B. 
 
La PLA2 cytoplasmique est activée après sa phosphorylation par les kinases régulées 
par des signaux extracellulaires (ERK) et PKC, tandis que le Ca2+ assure sa translocation vers 
la membrane. À ce niveau, la PLA2 induit la production d’acide arachidonique (AA) qui est 
ensuite converti en eicosanoïdes actifs par l'action des cyclooxygénases, des lipoxygénases et 
de l'époxygénase/cytochrome P450 [155-157]. Dans les cellules CHO, la PKC et ERK 
contribuent à la stimulation de la PLA2 par le DOPr [158]. Le type d'eicosanoïdes produits en 
aval de l'AA par les agonistes du DOPr n'était pas caractérisé dans les cellules CHO. Cependant, 
dans les interneurones GABAergiques du noyau raphé Magnus (NRM), l'AA produit par 
l'activation du DOPr a été métabolisé en acide hydroperoxyeicosatétraénoïque (HPETE) par la 
12-lipoxygénase [159]. Les HPETE produits de cette manière étaient impliqués dans l'inhibition 
présynaptique de la libération de GABA (Acide-γ-amino-butyrique) et dans les effets 





En ce qui concerne la famille des PLCβ, la PLCβ1 est régulée par la protéine Gα, alors 
que les sous-unités Gβγ libérées par les protéines hétérotrimériques contenant les Gαi/o 
modulent la PLCβ2 et PLCβ3 [160]. Toutes les isoformes de la PLC peuvent être engagées par 
le DOPr pour métaboliser le phosphatidyl-inositol-4,5-biphosphate en diacylglycérol (DAG) et 
en inositol triphosphate (IP3), mais la voie la plus fréquemment engagée par ces récepteurs est 
dépendante de la protéine Gßγ. La production d'IP3 par les agonistes du DOPr favorise la 
libération du Ca2+ et entraîne une stimulation de la PKC [161-163]. Les conséquences de la 
signalisation du DOPr via Gβγ incluent des réponses physiologiques comme la modulation de 
la dynamique de l'humeur aqueuse, le contrôle de la pression intraoculaire [164], la contraction 
musculaire lisse viscérale [165] et la modulation spinale et supraspinale de la nociception [166-
168]. Bien que le DOPr stimule complètement l'activité de la PLCβ et la mobilisation du Ca2+ 
dans les cellules musculaires lisses [165], les cellules NG108-15 [161] et les cellules CHO [162], 
la signalisation du DOPr via cette voie n'est pas aussi efficace dans d'autres cellules comme SH-
SY5Y et COS-7, nécessitant une coactivation de Gαq [162] ou Gα16 [169] pour produire une 
réponse PLCβ mesurable. Puisque la sensibilité des trois isoenzymes de la PLCβ à la protéine 
Gβγ n'est pas la même (PLCβ3> PLCβ2 >>> PLCβ1 [160]), ces différences cellulaires dans la 
capacité du récepteur à activer la PLCβ ont été attribuées à la présence de différentes isoformes 
dans les différentes cellules [162]. Cette hypothèse est supportée par le fait que dans le muscle 
lisse gastro-intestinal où le DOPr induit une signalisation PLCβ/Ca2+ indépendante des autres 
stimuli, la réponse est médiée par PLCβ3 [170,171,165].  
La PLD est une diesterase spécifique des phospholipides qui hydrolyse la 
phosphatidylcholine en acide phosphatidique (AP) et en choline. Parmi les deux isoformes 
mammifères connues, la PLD2 est celle qui est exclusivement présente sur la membrane où elle 
est activée à la fois par le DOPr et le MOPr [172]. Les deux récepteurs activent la PLD2 en 
stimulant des petites protéines G de la famille du facteur de ribosylation de l'ADP (ARF) 
[173,174], bien que le mécanisme de cette activation reste à élucider complètement. Les études 
réalisées sur le MOPr indiquent une interaction directe entre le récepteur et la lipase qui 
s'associent également à ARF [175]. Cette organisation supramoléculaire a suggéré la possibilité 
que les réarrangements conformationnels déclenchés par l'activation du récepteur puissent 




au motif NPXXY d'autres RCPG et non via l'activation de sous-unités hétérotrimériques appuie 
ce raisonnement [176]. Il n’a pas été démontré si le DOPr forme un complexe similaire avec la 
PLD2 et ARF1-6, mais un mécanisme d'activation similaire à celui du MOPr semble raisonnable 
compte tenu de la grande conservation du motif NPXXY parmi ces récepteurs. L’AP libéré par 
la PLD2 est converti en DAG, qui stimule la p38 (une kinase appartenant à la famille des MAPK, 
voir section 1.2.3.4). La p38 activée phosphoryle les effecteurs de la Rab5 [177], qui régulent 
la formation, le trafic et la fusion des vésicules recouvertes de clathrine aux endosomes précoces 
[178], expliquant pourquoi l'inhibition de la PLD2 interfère avec l’internalisation du DOPr et 
du MOPr [174]. 
 
1.2.3.3 Les canaux ioniques 
1.2.3.3.1 Les canaux potassiques à rectification entrante de la famille Kir3 
Les canaux Kir3 constituent un sous-ensemble spécifique des canaux ioniques sélectifs 
au potassium (K+). Ils sont activés via une cascade de transduction du signal par les RCPG 
stimulés par un ligand. Cette activation se fait par la protéine Gβγ qui se lie aux extrémités N et 
C-terminales du canal ce qui entraine leur ouverture et l’entrée de K+ induisant 
l’hyperpolarisation de la membrane cellulaire. Ces mécanismes de transduction sont utilisés par 
différents récepteurs, y compris les récepteurs de la somatostatine et de la 5-hydroxytryptamine-
1, le récepteur β2AR, le MOPr, le DOPr, les récepteurs dopaminergiques D2, les récepteurs 
glutaminergiques et gabaergiques dans les neurones et les cellules sécrétant des hormones ainsi 
que dans les cellules musculaires lisses. Ils jouent un rôle clé dans la maintenance du potentiel 
membranaire de repos et dans la régulation de la durée du potentiel d'action dans des cellules 
électriquement excitables telles que les cellules musculaires cardiaques [179].  
Les techniques de clonage moléculaire ont identifié quatre sous-unités du canal chez les 
mammifères (Kir3.1, Kir3.2, Kir3.3 et Kir3.4). Diverses combinaisons (monomériques ou 
hétéromériques) de sous-unités forment différents canaux Kir3. Leurs activités et fonctions sont 
précisément réglées par leur localisation, leurs interactions protéine-protéine et une variété de 
petites substances. Les canaux fonctionnels sont des assemblages tétramériques de sous-unités 




Kir3.2 peut également former un canal hétérotétramérique avec les 3 autres sous-unités [179]. 
L’hétérotétramère le plus abondant au niveau du cerveau est celui formé par Kir3.1/Kir3.2 [180]. 
De point de vue structure, les canaux Kir3 possèdent un motif commun formé par deux domaines 
transmembranaires (TM1 et TM2) liés par une région extracellulaire (H5) formant le pore de 
sélectivité ionique et deux domaines amino (N) et carboxy (C)-terminaux (figure 8). La structure 
cristallographique aux rayons X démontre que les extrémités N et C-terminales sont 
cytoplasmiques et associées les unes avec les autres pour former un domaine cytoplasmique qui 
est lié au domaine transmembranaire. Le domaine transmembranaire est principalement 
responsable de la perméabilité ionique alors que le domaine cytoplasmique est censé agir 








Figure 8. Structure d’une sous unité du canal Kir.  
L'architecture moléculaire d’une sous unité du canal Kir démontre qu’elle est divisée en domaines 
transmembranaires et cytoplasmiques (domaines N et C terminaux) (image modifiée de [179]). 
 
L’ouverture des canaux par Gβγ qui se lie au domaine cytoplasmique induit un 
changement de conformation qui est transmis à la région inférieure du domaine TM2 résultant 
en l’ouverture du canal [181]. Outre leur activation par la protéine Gβγ, les canaux Kir3 sont 
soumis à une régulation médiée par les protéines RGS, le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, 
l’ion sodium Na+ et les phénomènes d’acidification et d’oxydoréduction [179]. 
La capacité des DOPrs à activer les Kir3 a été démontrée in vitro [182] ainsi qu’in vivo 
[183]. Aussi, le rôle des canaux Kir3 dans l'analgésie opioïde a été clairement établi en utilisant 




contribution de Kir3 à la réponse clinique des analgésiques opioïdes a été confirmée par des 
études d'association montrant que les variations génétiques des différentes sous-unités Kir3 
influencent les doses d'opioïdes pour la gestion de la douleur [186,187]. Pour les DOPrs en 
particulier, la contribution de Kir3 à l’analgésie périphérique [188] et spinale [184] a été 
clairement documentée dans les modèles précliniques. De plus, l'analyse par 
immunohistochimie a révélé que les sous-unités Kir3.1 et Kir3.2 étaient présentes dans les 
afférences non peptidiques [188] qui expriment également le DOPr [52]. La distribution 
postsynaptique des sous-unités Kir3.1/3.2 dans la lamina II de la corne dorsale de la moelle 
épinière [184] est similaire à l'expression du DOPr, telle que visualisée par autoradiographie 
[189] et dans les souris exprimant le DOPr-GFP [64]. Conformément à cette distribution, 
l'analgésie par administration intrathécale de la deltorphine II (un agoniste du DOPr) a été 
réduite chez les souris traitées à la tertiapine Q (bloqueur du Kir3) et chez les souris dépourvues 
des sous-unités Kir3.1 ou Kir3.2 [184]. Les DOPrs modulent également les Kir3 dans les sites 
de régulation nociceptive supraspinale [190].  
 
1.2.3.3.2 Les canaux calciques voltage-dépendants 
Les Cav sont des transducteurs clés des changements transitoires du potentiel 
membranaire qui déclenchent de nombreux événements physiologiques. Chez les mammifères, 
il existe 3 sous-familles des canaux Cav qui jouent des rôles distincts dans la transduction du 
signal cellulaire. La sous-famille Cav1 initie la contraction, la sécrétion, la régulation de 
l'expression génique, l'intégration de la stimulation synaptique dans les neurones et la 
transmission synaptique dans les cellules sensorielles spécialisées. La sous-famille Cav2 est 
principalement responsable de l'initiation de la transmission synaptique au niveau des synapses 
rapides. La sous-famille Cav3 est importante pour le déclenchement répétitif des potentiels 
d'action dans des cellules qui présentent une activité rythmique comme les cardiomyocytes et 
les neurones thalamiques [191]. Sur la base de propriétés électrophysiologiques, les Cav peuvent 
être subdivisés en deux classes : (1) les canaux à « bas seuil d’activation » (BSA) activés par de 
faibles dépolarisations membranaires et (2) les canaux à « haut seuil d’activation » (HSA) 
activés pour de plus fortes dépolarisations membranaires. La classe des canaux BSA regroupe 




de type L, P/Q, N, et R [192]. Les Cav1 (1.1-1.4) représentent les canaux de type L, les Cav2 
(2.1-2.3) sont composées des types N, P/Q et R tandis que les Cav3 (3.1-3.3) sont composées 
des canaux de type T. Chacun de ces canaux présente des propriétés biophysiques et 
pharmacologiques propres. Au niveau structural, les Cav se composent d’une sous-unité 
principale α1 déterminant le sous-type du canal calcique, responsable ses propriétés 
fonctionnelles et centrée autour de sous-unités auxiliaires β, γ et α2δ dont les principales 
fonctions sont de moduler l’expression membranaire de la sous-unité α1, son comportement 
biophysique ainsi que ses propriétés pharmacologiques. La sous-unité principale α1 forme le 
pore ionique. Elle se compose de quatre domaines (domaines I à IV) constitués chacun par six 
segments transmembranaires (S1 à S6). Ces quatre domaines sont reliés entre eux par des 
boucles cytoplasmiques permettant l’interaction avec les protéines régulatrices et la modulation 
des seconds messagers (figure 9). Les canaux HSA sont des protéines hétéromultimériques 
tandis que les BSA sont composés uniquement de la sous unité α1 [193]. L’emphase sera mise 
sur la famille de Cav2, car c’est la seule famille modulée par la protéine G et constitue un des 
effecteurs de notre récepteur d’étude : le DOPr.  
D’un point de vue régulatoire, les canaux Cav2 sont typiquement soumis à une 
modulation par l’intermédiaire du dimère Gßγ qui inhibe la sous unité α1 du canal Cav2α1 [194]. 
Cette liaison augmente le seuil d’activation du canal le rendant moins sensible aux changements 
du potentiel membranaire [195]. Le dimère Gßγ n’affecte pas de la même façon l’activité du 
canal. Alors que Gβ inhibe le canal, Gγ semble plus être impliquée dans la localisation du dimère 
à proximité du canal. En effet, les Gβ1 et Gβ2 sont les sous-unités qui inhibent le plus les canaux 
calciques [195] tandis que la Gγ2 semble la plus efficace pour localiser le dimère près du canal 
[196]. La liaison de la protéine Gβγ au canal se fait au niveau des régions N et C terminales 
cytoplasmiques de la sous unité α1 [197]. D’autres études ont démontré que la boucle connectant 
les domaines I et II de cette sous-unité y est aussi impliquée. Cette région détient la séquence 
QXXER retrouvée aussi au niveau des AC et des Kir [198] et constitue également la cible 
d’autres régulateurs des canaux Cav2 comme la PKC qui phosphoryle ce site induisant 





Figure 9. Structure des sous-unités du canal calcique [191].  
Les hélices α sont représentées comme des cylindres, la longueur des lignes correspond approximativement à la 
longueur des segments polypeptidiques représentés et la ligne en zigzag sur la sous-unité δ illustre son ancrage 
glycophosphatidylinositol. 
L'activation du DOPr exprimé de façon endogène dans le carcinome pulmonaire à petites 
cellules [200] et les lignées cellulaires NG108-15 [201] inhibe les HSA d'une manière 
indépendante de l'AMPc, mais sensible à la PTX, et l'effet a été progressivement atténué à des 
potentiels membranaires de plus en plus élevés [201,200]. Dans les neurones sensoriels des 
DRG, l'inhibition la plus importante par les agonistes du DOPr était sur les canaux de type N 
(Cav2.2) ainsi que les canaux de type P/Q (Cav2.1) [47].  
 
1.2.3.4 Les protéines kinases activées par des mitogènes 
Les MAPK sont une famille de sérine/thréonine kinases qui répondent à une variété de 
stimuli extracellulaires (facteurs de croissance, mitogènes, stress osmotique, choc 
thermique et cytokines pro-inflammatoires) et régulent diverses activités cellulaires, telles 
que l'expression des gènes, la mitose, la croissance, la différenciation, la prolifération, 
l’apoptose et la survie cellulaire. Elles jouent un rôle crucial dans la transduction du signal en 




cytosquelette, la PLA2 et plusieurs facteurs de transcription. Cette famille de kinases inclut entre 
autres les ERKs (1-8), les JNKs (kinase N-terminale c-Jun) et les p38 [202].   
Les DOPrs sont au cœur des actions adaptatives coordonnées par le système opioïde en 
réponse à des stimuli stressants. En effet, en plus des actions analgésiques, anxiolytiques et 
antidépressives [203,204] mentionnées dans les sections précédentes, les opioïdes favorisent 
également la survie cellulaire [205,206], la cardioprotection [207], la neuroprotection [208], la 
réponse immunitaire et inflammatoire [41,209] et la cicatrisation  [210]. Au niveau cellulaire, 
la majorité de ces réponses sont médiées par un ensemble de cascades de kinases dont 
l'activation a été traditionnellement associée aux récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) 
[211]. Plus récemment, il est devenu bien accepté que ces voies sont également engagées par 
les RCPG [212] et les DOPrs ne font pas exception. Dans ce qui suit, on va alors détailler 
comment le DOPr active les ERK, p38 et JNK et en quoi résulte cette activation. 
Le DOPr active la cascade ERK1/2 dans la plupart des réponses au stress que nous 
venons de mentionner via le dimère Gβγ qui relaie le signal à la kinase Src ou la PLCβ [213-
215]. La stimulation de la PLC induit une transactivation des RTK via un mécanisme impliquant 
des intégrines et PKCδ. Les RTK activés peuvent être les récepteurs du facteur de croissance 
épidermique (EGFR) dans les cellules HEK ou les récepteurs du facteur de croissance nerveuse 
de type A (TrkA) au niveau des lignées cellulaires NG108-15 [216,217]. Ces voies de 
signalisation médiées par ERK1/2 ont été associées à des propriétés anti-apoptotiques et de 
survie des cellules neuronales. Les récepteurs TrkB pour le BDNF (facteur neurotrophique 
dérivé du cerveau) sont bien connus pour participer à la réponse aux antidépresseurs [218,219], 
et la stimulation du DOPr par les agonistes endogènes et exogènes produit des effets 
antidépresseurs concomitants à la régulation positive du BDNF et de l'ARNm de son récepteur 
TrkB chez les patients dans différentes zones limbiques responsables de la gestion des émotions 
[220,221]. En dehors du système nerveux, l'activation d’ERK par le DOPr a également été 
décrite dans des lignées cellulaires de kératinocytes régulant les processus de cicatrisation et 
d’homéostasie cutanée [222]. 
Les DOPrs ont aussi été impliqués dans la stimulation de la cascade p38 dépendamment 
de la PTX [223]. Cette stimulation est associée aux effets cardioprotecteurs des agonistes du 
DOPr chez les jeunes souris. Les agonistes du DOPr ont également entraîné l'activation de p38 




Dans le premier cas, l'activité de p38 a réduit la production de cytokines pro-inflammatoires, et 
dans le deuxième cas, elle a contribué avec ERK1/2 à la régulation à la hausse des transporteurs 
d'acides aminés excitateurs [225]. Puisque l'élimination du glutamate de l'espace extracellulaire 
peut réduire l'excitotoxicité, les auteurs ont suggéré un rôle neuroprotecteur de cette cascade 
d’activation par les DOPrs astrocytaires. Dans des cultures neuronales corticales prénatales, 
l'activation du DOPr était associée à une inhibition de l'activité de p38 qui produisait des 
dommages neuronaux menant à la mort cellulaire lors de l’hypoxie [226,206]. L’inhibition a 
également été observée dans les neurones des DRG cultivés [227]. 
Le DOPr active également la JNK dans plusieurs types cellulaires, bien que les 
événements de signalisation qui relaient l'information du récepteur à la MAPK diffèrent entre 
les milieux cellulaires. Ainsi, dans les lymphocytes T [228] où le DOPr joue un rôle important 
dans le déclenchement de la réponse immunitaire innée, l'activation de JNK implique la cascade 
PI3K/Akt [229,230]. Dans ces cellules, la stimulation de JNK par les agonistes du DOPr favorise 
la transcription des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL2, l’interféron-γ et le facteur de 
nécrose tumorale-α [229,228]. Dans les cellules du neuroblastome ou les cellules COS7, ce sont 
plutôt les kinases de la famille Src et les petites protéines G de la famille Rho qui activent la 
JNK [231].  
 
1.2.4 Régulation de la signalisation médiée par le récepteur opioïde delta 
L’activation des RCPG par divers agonistes induit non seulement le déclenchement de 
différentes voies de signalisation, mais aussi une régulation de son activité. Cette régulation 
permet un contrôle de la durée d’activation de manière à éviter les effets néfastes d’une 
stimulation prolongée du récepteur qui peuvent se manifester par certaines maladies ou même 
aboutir à la mort cellulaire. Ces mécanismes de régulation sont connus sous le nom de 
désensibilisation qui débute par la phosphorylation du récepteur, son découplage fonctionnel de 
la protéine G hétérotrimérique, l’internalisation du récepteur qui peut résulter en sa dégradation 
ou son recyclage à la membrane plasmique et finalement la régulation de l’expression des gènes 





1.2.4.1 Phosphorylation du récepteur 
Elle se fait entre autres par la famille des kinases des récepteurs couplés aux protéines G 
(GRK), la famille des phosphorylases activées par les seconds messagers (PKC), la tyrosine-
kinase Src et la kinase cycline-dépendante Cdk5. 
 
1.2.4.1.1 Phosphorylation du récepteur opioïde delta par les kinases des récepteurs couplés 
aux protéines G 
1.2.4.1.1.1  Aspects généraux sur les kinases des récepteurs couplés aux protéines 
G 
La phosphorylation du DOPr par la sérine/thréonine kinase GRK est initiée uniquement 
après liaison spécifique du ligand à son récepteur. Elle est donc dépendante du ligand. Les GRK 
phosphorylent efficacement les RCPG actifs. On parle alors de désensibilisation homologue. 
Sept gènes codant pour des GRK (1 à 7) ont été clonés chez l’homme. Sur la base d’une 
homologie de leur séquence primaire, la famille des GRK a été subdivisée en trois sous-groupes 
: celui de la rhodopsine kinase (GRK1 et GRK7), celui des kinases spécifiques des récepteurs 
β-adrénergiques (GRK2 et GRK3) et celui de la GRK4 (GRK4, GRK5 et GRK6). Ces kinases 
ont des distributions tissulaires très diverses. Certaines sont spécifiques d’un type cellulaire ou 
d’un tissu, comme GRK1 qui est spécifique des cellules photoréceptrices et qui participe à la 
désensibilisation de la rhodopsine photoexcitée, ou GRK4 qui est spécifique du testicule, rein, 
utérus et cervelet. En revanche, les autres GRK peuvent être retrouvées dans plusieurs types de 
tissus. L'importance des GRK est mieux illustrée dans le système visuel, où l'absence de GRK1 
ou de sites de phosphorylation par GRK1 sur la rhodopsine conduit à la perte des photo-
réponses, la dégénérescence des photorécepteurs et la cécité chez les souris et l'homme [232]. 
Dans d'autres types de cellules, les résultats ne sont pas aussi spectaculaires, sauf en 
développement. Les GRK sont des protéines ayant plusieurs domaines qui consistent en une 
région N-terminale de 25 résidus uniques à cette famille de kinases, suivie par le domaine RH 
(de l’anglais RGS homology domain) et le domaine catalytique KD (domaine de la protéine 
kinase sérine/thréonine). Cet assemblage de 500 à 520 résidus est partagé par toutes les GRK. 
La partie C-terminale spécifique pour chaque kinase contient des éléments structuraux 




niveau d’un motif CAAX. Les GRK2 et GRK3 vont quant à elles présenter un domaine 
d’homologie à la pleckstrine qui interagit avec les sous-unités de la protéine G (Gβγ). La GRK5 
présente une séquence riche en résidus basiques lui conférant une affinité pour les 
phospholipides. Finalement les GRK 4 et 6 vont être palmitylées au niveau de résidus cystéines 
[233] (Figure 10). Dans les cellules non stimulées, les GRK 1, 2 et 3 sont localisées dans le 
cytosol et leur translocation à la membrane a lieu suite à l’activation du récepteur par l’agoniste. 
Les GRK 4, 5 et 6 présentent toutes une localisation membranaire. La palmitylation des GRK 4 
et 6 semble essentielle pour leur localisation membranaire. L’association de la GRK5 à la 
membrane plasmique pourrait être expliquée par une interaction électrostatique entre 46 résidus 
acides aminés basiques contenus dans la partie C-terminale de la kinase et les phospholipides 
membranaires [234]. Dans le cerveau, les isoformes GRK 2 et 3 montrent une distribution 
subcellulaire quelque peu différente, la GRK3 étant plus associée à la membrane que GRK2 
[235] bien qu'elles se comportent de manière similaire dans les cellules HEK293. Les GRK 5 et 
6 se localisent préférentiellement sur les membranes synaptiques [235]. Actuellement, il n'y a 
aucun mécanisme connu qui assurerait une localisation spécifique des GRK. Ces données 
suggèrent qu'il existe des mécanismes spécifiques au type de cellule ciblant les GRKs à 
différents compartiments qui doivent être étudiés dans des cellules pertinentes, tels que les 
neurones, in vivo.  
L'activité de la plupart des enzymes est hautement régulée. Les GRK ne font pas 
exception. Le mécanisme le plus connu de la régulation de la GRK est la liaison directe avec le 
RCPG. Cependant, ce n'est que l'un de nombreux mécanismes établis. En effet, les GRK sont 
régulées par phosphorylation et des interactions protéine-protéine. Parmi les kinases 
responsables de la régulation de l’activité de la GRK on peut citer la PKA, la PKC, ERK1/2, 
Src et la kinase cycline-dépendante CDK2 [232]. Aussi, plusieurs protéines interagissent avec 
les GRK régulant leurs activités comme l’actine, la monoxyde d’azote synthase, la calmoduline, 






Figure 10. La structure des domaines des GRK. 
Le nombre au-dessus des structures indique la position des acides aminés des GRK humaines basé sur [236]. Toutes 
les GRK ont une courte région N-terminale (verte), qui est impliquée dans la liaison aux RCPG, suivie par le 
domaine d'homologie RGS (RH) (magenta). Cette région N-terminale est unique à la famille des kinases GRK. Le 
domaine RH est interrompu par le domaine catalytique partagé par toutes les kinases : domaine KD (jaune foncé). 
Ces éléments sont partagés par les sous-familles GRK2/3 et GRK4/5/6. La caractéristique déterminante de la sous-
famille GRK2/3 est un domaine d'homologie de la pleckstrine (PH), C-terminal (bleu) impliqué dans la liaison des 
phospholipides anioniques et Gβγ. Les membres de la sous-famille GRK4/5/6 utilisent d'autres mécanismes de 
ciblage membranaire dont la palmitoylation. Les résidus chargés positivement sont présentés sous forme de 
rectangles verts, les résidus basiques N-terminaux sont représentés par des rectangles rouges et dans le cas des 
sous-types visuels, les sites de prénylation C-terminale dans la GRK1 et GRK7 sont représentés par des triangles 
rouges. Les résidus Arginine en position 106 et acide aspartique en position 110 dans les GRK2/3 sont importants 
pour la liaison de Gαq, une fonction unique à cette sous-famille. La position de la lysine clé (K) responsable de la 
catalyse dans le domaine kinase est montrée. La boîte bleue montre la position du signal de localisation nucléaire 




1.2.4.1.1.2 Aspects structurels de l’activation des kinases des récepteurs couplés 
aux protéines G 
Les structures cristallines d'un représentant de chaque sous-famille ont été résolues: la 
GRK2 seule [237], en complexe avec la sous-unité Gβγ [238] et avec Gαq et Gβγ [239], la 
GRK6 [236] et la GRK1 [240]. Une caractéristique distinguant la plupart de ces GRK des autres 
kinases est que les lobes du KD sont dans une conformation ouverte et la queue C-terminale est 
désordonnée indépendamment de la présence d'un analogue de l'ATP ou des sous-unités de la 
protéine G, ce qui est atypique pour une sérine/thréonine kinase [236]. Cela indique que la 
kinase nécessite un réarrangement pour devenir active, ce qui est induit par les RCPG actifs. En 
effet, l'extrémité N-terminale des GRK, ainsi que plusieurs résidus liant le récepteur dans le 
domaine KD semblent être responsable de cette activation [241]. Les résidus impliqués dans les 
contacts entre l'hélice N-terminale et le reste de la kinase sont hautement conservés parmi les 
GRK, et la mutagenèse dirigée de ces acides aminés suivie d'une analyse cinétique révèle des 
défauts prononcés dans la phosphorylation des RCPG [242,241]. Ainsi, le pont interdomaine 
formé par l'hélice N-terminale semble être une structure critique pour maintenir les GRK dans 
un état catalytiquement compétent [243]. En effet, l'introduction d'une liaison disulfure qui 
attache de manière covalente l'extrémité N-terminale de GRK1 à sa queue C-terminale améliore 
son efficacité catalytique [241]. Comme les GRK n'interagissent que transitoirement avec les 
RCPG, aucune structure cristalline de GRK n’a été déterminée en complexe avec un RCPG 
[244]. Tout récemment, une approche intégrée de spectrométrie de masse, de microscopie 
électronique, de mutagenèse, de simulations de dynamique moléculaire et d'analyse 
computationnelle a été utilisée pour analyser l'interaction de GRK5 avec le β2AR [245]. Cette 
étude a révélé un mécanisme dynamique d’interaction qui implique de grands changements 
conformationnels dans l'interface RH/KD de la GRK5 lors de sa liaison au récepteur. Ces 
changements facilitent les contacts entre les boucles intracellulaires 2 et 3 et l'extrémité C-
terminale du β2AR avec le domaine RH, la surface de liaison à la membrane et le domaine 
catalytique de la kinase, respectivement.  
La plupart des GRK nécessitent la présence de lipides chargés négativement pour 
phosphoryler efficacement les RCPG et une surface cytoplasmique du récepteur actif pour 




On s'attend à ce que la taille et les propriétés physiques de cette poche soient hautement 
conservées parmi les récepteurs, alors que la taille et la séquence des boucles cytoplasmiques 
plus exposées du récepteur ne le sont manifestement pas. La charge négative du feuillet interne 
de la bicouche lipidique serait à son tour reconnue par une surface complémentaire chargée 
positivement dans la GRK, telle que celle trouvée immédiatement adjacente à l'hélice N-
terminale de GRK6 [242]. Ainsi, un autre modèle probable cohérent pour l'activation de la GRK 
médiée par le RCPG est celui qui implique le récepteur activé dans son environnement lipidique 
natif formant une surface qui est complémentaire de forme et de charge à celle des GRKs dans 
leur conformation fermée active. Un tel mécanisme permettrait aux GRK de reconnaître un large 
éventail de RCPG. Une fois liée, la kinase adopte une conformation fermée qui lui permet de 
phosphoryler n'importe quel substrat à proximité, bien que le récepteur ancré soit favorisé de 
façon entropique.  
 
1.2.4.1.1.3 Action des kinases des récepteurs couplés aux protéines G sur le 
récepteur opioïde delta 
La phosphorylation du DOPr par les GRK se produit avec une demi-vie approximative 
de 1,5 minute, atteignant son maximum en 10 minutes, et persistant jusqu'à 1 heure avec peu ou 
pas de dégradation du récepteur [47]. Les études de troncature et de mutagenèse ont localisé des 
sites majeurs de phosphorylation dans la queue C-terminale du DOPr, notamment au niveau des 
résidus thréonine à la position 358 et sérine à la position 363 pour la GRK2. La thréonine en 
position 361 fonctionne comme un site pour la reconnaissance des kinases et sa présence est 
également nécessaire pour la phosphorylation adéquate des deux autres résidus [246] (figure 
13). L’acide glutamique en position 355 et l'acide aspartique en position 364 sont également des 
sites d'interaction avec la kinase, leur présence étant nécessaire pour un recrutement optimal de 
GRK2, GRK3 et GRK5 et une phosphorylation ultérieure du récepteur aux positions 358 et 363 
[247,248]. Le recrutement de GRK2/GRK3 par le DOPr a également été étudié dans des cellules 
vivantes, révélant une colocalisation rapide entre GRK2/GRK3 et le DOPr à la membrane 
(première minute). Aucune colocalisation n'a été mise en évidence entre le DOPr et la GRK6 ou 
entre le MOPr et la GRK2 dans cette étude indiquant une certaine spécificité dans l'interaction 




interaction physique avec le DOPr nécessite la présence de Gβγ, qui faisait partie du complexe 
de co-immunoprécipitation avec le récepteur et la kinase [247,249]. En revanche, l'activité de la 
protéine G n'apparaissait pas indispensable pour la phosphorylation du DOPr puisque la PTX 
n'influençait pas les niveaux de sérine phosphorylés en position 363 détectés après exposition à 
différents agonistes [250]. Cette observation pourrait indiquer que des GRK indépendantes de 
Gßγ (GRK5/6) peuvent prendre le relais lorsque celles dépendantes du dimère ne sont pas 
fonctionnelles ou sont faiblement exprimées. Autrement, les GRK 2 et 3 pourraient être 
recrutées à proximité du récepteur même si les protéines G hétérotrimériques sont inactives, une 
option qui semble moins plausible, car plusieurs résidus de liaison de la GRK2 à la Gβγ sont les 
mêmes que ceux qui interagissent avec la Gα liée au GDP dans l'hétérotrimère inactif [251].  
Plusieurs études ont démontré que le DOPr subit différents mécanismes de régulation en 
fonction du ligand activant le récepteur [47] (voir section 1.4). Parmi ces observations, le taux 
de phosphorylation du DOPr par la GRK s’est avéré spécifique du ligand. Le DPDPE, SNC-80, 
BW373U86 et deltorphine II sont tous capables de phosphoryler le DOPr au niveau de la sérine 
à la position 363. La morphine le fait de façon moindre, alors que le TIPP et le TAN-67 ne 
produisent aucun changement visible des niveaux de la sérine phosphorylée [47]. Ces 
différences quantitatives ne nous permettent pas de conclure sans équivoque si elles sont dues à 
des conformations spécifiques du ligand ou sont simplement déterminées par l'efficacité du 
ligand (TIPP, morphine et TAN-67 se comportent comme des agonistes partiels dans la voie de 
l'activation de la protéine G). En effet, la capacité du ligand à recruter [247] et activer [252] ce 
type de kinase est liée à l'activation de la protéine G. Contrairement à ces différences 
quantitatives, les études de mutagenèse ont clairement établi que les différents agonistes peuvent 
phosphoryler le DOPr à différents domaines intracellulaires, ce qui implique que les récepteurs 
occupés par différents ligands exposent différents sites de phosphorylation aux kinases 
régulatrices [253,254]. 
 
1.2.4.1.2 Phosphorylation du récepteur opioïde delta par d’autres kinases 
1.2.4.1.2.1 La protéine kinase dépendante du Ca2+ 




par protéolyse [255]. Initialement identifiées comme des sérine-kinases dépendantes du Ca2+ et 
indépendantes des nucléotides, les PKC forment une famille de sérine/thréonine kinases qui sont 
activées suite à la stimulation de la PLC par le récepteur et l'hydrolyse des phosphoinositides 
membranaires [256]. La PKC est impliquée dans la désensibilisation hétérologue du récepteur. 
La désensibilisation hétérologue est distincte de la désensibilisation homologue induite par 
l’activation du récepteur par le ligand et médiée par les GRKs. En effet, la désensibilisation 
hétérologue est indépendante du ligand et provoquée par l’activation d’un autre récepteur sur la 
même cellule. Ce phénomène est lié au fait que les kinases dépendantes des seconds messagers 
vont phosphoryler non seulement les récepteurs activés par les agonistes, mais aussi les 
récepteurs n’ayant pas été stimulés préalablement par un ligand.  
Les treize membres actuellement connus de la famille PKC ont été regroupés en trois 
classes selon les différences de liaison de leur domaine de régulation : les PKC classiques (α, 
β1, β2, γ) activées par le calcium, le diacylglycérol et les phospholipides, les nouvelles PKC (δ, 
ε, η, θ) activées par le diacylglycérol seulement et les PKC atypiques (ζ, λ/ι) activées par la 
phosphatidylsérine, un composant de la bicouche de phospholipides [257]. 
Toutes les PKC ont une structure générale commune composée d'une seule chaîne 
polypeptidique avec deux modules principaux comprenant un domaine régulateur N-terminal 
qui contient les motifs de ciblage membranaire et un domaine catalytique C-terminal qui lie 
l'ATP et les substrats. La recherche initiale en 1986 par Caussens et al. [258] a révélé que tout 
au long de la séquence primaire des enzymes, il y a quatre régions (C1-C4) conservées, chaque 






Figure 11. Représentation schématique de la structure primaire de la famille de gènes PKC. Les 
isoenzymes de la PKC sont composées de chaînes polypeptidiques uniques constituées de domaines régulateurs et 
catalytiques. Il s’agit de 4 régions conservées (C1-C4) et 5 régions variables (V1-V5). La région C1 (rouge) est 
constituée de motifs riches en cystéine, la région C2 (verte) est la région de liaison du calcium, la région C3 
(violette) comprend le lobe de liaison de l'ATP et la région C4 (jaune) est la zone de liaison du substrat. Les 
domaines régulateurs et catalytiques sont séparés par une charnière V3. Le domaine du pseudosubstrat (bleu) dans 
la région V1 est également indiqué. La structure (I) représente celle des PKC classiques, la structure (II) représente 
celle des nouvelles PKC et la structure (III) représente celle des PKC atypiques (image modifiée de [257]). 
 
Le domaine régulateur N-terminal des PKC contient plusieurs régions partagées. Le 
domaine C1 se lie au DAG et les analogues non physiologiques non hydrolysables appelés esters 
de phorbol dans les isoformes classiques et nouvelles, mais pas dans les isoformes atypiques. 
Le domaine C2 est présent dans les isoformes classiques et nouvelles et agit comme un capteur 
de Ca2+ dans les PKC classiques. Le domaine de pseudosubstrat (figure 10), qui est présent dans 
les trois classes de PKC, est une petite séquence d'acides aminés qui imite le substrat, lie la 
cavité de liaison au substrat dans le domaine catalytique et manque les résidus liant les 
sérine/thréonine, gardant l'enzyme inactive. Lorsque le Ca2+ et le DAG sont présents en 
concentrations suffisantes, ils se lient aux domaines C2 et C1, respectivement, et recrutent la 
PKC vers la membrane. Cette interaction avec la membrane entraîne la libération du 
pseudosubstrat du site catalytique et l'activation de l'enzyme. Parlons plus en détails de cette 
activation. Pour que ces interactions allostériques se produisent, la PKC doit d'abord se replier 
et avoir une conformation convenable permettant l'action catalytique. Cela dépend de la 




feuillet β comprenant le domaine N-terminal et une hélice α constituant le domaine C-terminal. 
Les deux sites de liaison de l'ATP et du substrat sont situés dans la fente formée par ces deux 
lobes. C'est également là que se lie le domaine de pseudosubstrat de la région de régulation. La 
protéine kinase dépendante du 3-phosphoinositide est la kinase responsable de l'initiation en 
amont du processus par la phosphorylation de la boucle d'activation de la PKC ζ et δ [259,260]. 
Lors de l'activation, les PKC sont transloquées à la membrane plasmique par les protéines 
RACK (récepteurs pour les PKC activées), et en cas d’activation prolongée, il a été constaté que 
la PKC perdait son activité aussi bien au niveau cytoplasmique qu'au niveau membranaire. Deux 
mécanismes régissent cette régulation négative: l'un est une diminution de la synthèse de la 
PKC, l'autre est une dégradation de la protéine par des protéases. Il semblerait que le processus 
de protéolyse ait une certaine sélectivité et que les isoformes préférentiellement lysées varient 
en fonction du type cellulaire et du second messager intervenant lors de l'activation de 
l'isoenzyme concernée [261]. Les enzymes activées sont plus sensibles à l'action des protéases. 
La déphosphorylation de l'enzyme par des phosphatases prédispose la PKC à la protéolyse 
[262].  
L'activation de la PKC par les esters de phorbol, la mobilisation du Ca2+ intracellulaire 
ou l'activation des récepteurs couplés à la protéine Gαq induisent l'incorporation du 32P par le 
DOPr [263,264]. Cette phosphorylation est également rapide et atteint des niveaux 
d'incorporation de 32P en cinq minutes qui sont similaires à ceux induits par l'activation directe 
du DOPr. Les mutants du DOPr mimant la phosphorylation médiée par les GRK ne subissent 
pas autant de phosphorylation dépendante de la PKC, suggérant que la phosphorylation par les 
GRK pourrait freiner l'incorporation du phosphate induite par la PKC [264]. Cette même étude 
a identifié la sérine en position 344 comme le site de l'incorporation du 32P médiée par la PKC 
(figure 13), avec une contribution minimale ou nulle des autres résidus sérine/thréonine C-
terminaux [264]. 
 
1.2.4.1.2.2 Les kinases de la famille Src 
La famille Src comporte des protéines tyrosine-kinases jouant un rôle clé dans la 
régulation de la transduction du signal via les récepteurs membranaires. Cette machinerie régule 




différenciation, la forme cellulaire, la migration, la survie ainsi que les signaux cellulaires 
spécialisés [265]. Ces kinases présentent une organisation de domaines conservée, qui comprend 
un segment N-terminal myristoylé permettant l’ancrage membranaire, suivi des domaines SH3 
et SH2, un domaine tyrosine kinase et un court segment C-terminal. L’analyse structurelle des 
kinases Src a élucidé les mécanismes canoniques de la reconnaissance de la phosphotyrosine 
par le domaine SH2 et la reconnaissance des motifs proline par le domaine SH3. L'analyse 
cristallographique de kinases Src à l’état auto-inhibé a révélé que ces motifs d’interaction 
protéique se replient vers l’intérieur et bloquent la kinase dans une conformation inactive via 
des interactions intramoléculaires [265]. En effet, lorsque Src est inactive, le groupe tyrosine 
phosphorylé en position 527 interagit avec le domaine SH2 qui aide le domaine SH3 à interagir 
avec le domaine de liaison flexible et maintient ainsi l'unité inactive fermement liée. L'activation 
de la Src provoque la déphosphorylation de la tyrosine en position 527. Ceci induit un 
changement allostérique au niveau des domaines de la protéine, provoquant la déstabilisation 
de la structure en entraînant l'ouverture des domaines SH3, SH2 et le domaine kinase et 
l'autophosphorylation du résidu tyrosine en position 416 [266-268].  
La tyrosine-kinase Src peut être activée par de nombreuses protéines transmembranaires 
qui comprennent les récepteurs d'adhésion, les récepteurs tyrosine-kinases, les récepteurs de 
cytokines et les RCPG ; le DOPr ne fait pas exception. En effet, il a été démontré que l’activation 
du DOPr par le DPDPE, le DTLET ([D-Thr2]-Leu-enképhaline-Thr6) et l’etorphine produit la 
phosphorylation de ses résidus tyrosine par la kinase Src, une action absente suite à la 
stimulation du même récepteur par la morphine ou le TICP (H-Tyr-Tic[CH2N]Cha-Phe-OH) 
[269,252,270]. Ceci démontre encore une fois que le DOPr subit différents mécanismes de 
régulation en fonction du ligand activant le récepteur. Les DOPrs contiennent plusieurs résidus 
cytoplasmiques qui peuvent être ciblés par les tyrosine-kinases comme ceux situés dans la 
première et deuxième boucle intracellulaire, ainsi que le motif NPXXY à l’extrémité 
cytoplasmique de TM7 (figure 13). La substitution de ce dernier par la phénylalanine a réduit la 
phosphorylation du récepteur induite par le ligand de près de 50% [271]. Il est important de 
noter que bien que ce résidu soit un substrat critique, les mécanismes de phosphorylation de la 
tyrosine au-delà du récepteur peuvent également contribuer à la régulation de la signalisation 
du DOPr. Un de ces mécanismes implique la kinase GRK2, qui est activée suite à sa 




mais pas par le TIPP ou la morphine, a augmenté le taux de tyrosines phosphorylées dans la 
GRK2, entraînant la phosphorylation du DOPr au niveau de la sérine en position 363. La 
phosphorylation de GRK2 ainsi que celle du DOPr ont été bloquées par des inhibiteurs de Src 
[252], indiquant une régulation en tandem du DOPr par phosphorylation par la tyrosine-kinase 
de la GRK2 suivie d'une phosphorylation sérine/thréonine du récepteur. 
 
1.2.4.1.2.3 Les kinases cycline-dépendantes 5 (Cdk5) 
La Cdk5 a été découverte au début des années 1990 et depuis, de grands progrès ont été 
réalisés en identifiant sa fonction. Le rôle le plus connu de la Cdk5 est sa régulation de la 
cytoarchitecture du système nerveux central, mais il existe également des preuves qu’elle est 
impliquée dans le guidage axonal, le transport membranaire, la fonction synaptique, la 
signalisation de la dopamine et la toxicomanie. Il s’agit d’une sérine/thréonine kinase cycline-
dépendante qui, comme les autres Cdk, nécessite pour son activité enzymatique sa liaison à des 
partenaires comme le p35 et le p39, deux enzymes neuronales indispensables pour l’activation 
de la Cdk5. Le mode principal de régulation pour toute la famille Cdk est leur association avec 
la cycline, une protéine qui contrôle la progression des cellules à travers le cycle cellulaire en 
activant les Cdk. Les événements transcriptionnels et post-traductionnels régulent également les 
Cdk actifs. Bien que les activateurs p35 et p39 possèdent peu de similitudes de séquence avec 
les cyclines, la modélisation par ordinateur et des études de mutagenèse ont prédit que la p35 
pourrait adopter une structure tertiaire de type cycline [274,275]. La cristallisation du complexe 
Cdk5/p25 (un résidu protéolytique carboxy-terminal de p35) a confirmé ces prédictions, 
montrant que la p25 se plie en une conformation très semblable à celle d'une cycline [276]. 
L’activation optimale des Cdk nécessite également leur phosphorylation au résidu Thr160; le 
complexe non phosphorylé étant 200 fois moins actif [277]. La Cdk5 est une kinase dirigée par 
la proline c’est-à-dire elle phosphoryle les sérines et thréonines immédiatement en amont d’un 
résidu de proline. En plus d'une exigence absolue de la proline dans la position +1, la Cdk5 
montre une préférence marquée pour un résidu basique dans la position +3 [278,279].  
Le DOPr est également un substrat de la Cdk5 [280,281], qui le phosphoryle au niveau 
du résidu thréonine à la position 161 situé dans la seconde boucle intracellulaire (figure 13). Ce 




résidu par l’alanine ou l'inhibition de Cdk5 réduit de façon considérable cette phosphorylation 
basale du DOPr à la fois dans les lignées cellulaires immortalisées et dans les neurones des DRG 
[281]. La phosphorylation du DOPr au niveau de la thréonine en position 161 permet son 
expression à la membrane plasmique et son hétérodimérisation avec le MOPr [280,281]. 
 
1.2.4.2  Intervention des arrestines 
1.2.4.2.1 Généralités 
La phosphorylation du récepteur diminue son couplage à la protéine G [282] et permet 
sa liaison de haute affinité à l'arrestine, qui arrête la signalisation médiée par la protéine G en 
bloquant la surface cytoplasmique des récepteurs [283]. Depuis leur découverte dans les années 
1970 et 1980, les arrestines ont évolué de simples terminateurs de signalisation à des protéines 
adaptatrices multifonctionnelles qui forment un nœud central dans plusieurs voies de 
signalisation indépendantes de la protéine G [112]. Il en existe 4 isoformes; deux arrestines 
visuelles: l'arrestine 1 (arr1) et l'arrestine 4 (arr4) et deux arrestines omniprésentes: l’arrestine 2 
et l'arrestine 3 également connues sous le nom de β-arrestine 1 (βarr1) et β-arrestine 2 (βarr2). 
Uniquement la double invalidation génétique de βarr1 et βarr2 est létale chez les souris [284], 
ce qui suggère une certaine redondance fonctionnelle entre les isoformes de β-arrestine. 
Cependant, les différences de niveau d’expression, de localisation cellulaire et d’affinité de 
liaison pour les récepteurs suggèrent des rôles partiellement distincts pour les deux isoformes 
non visuelles. Les structures des quatre isoformes ont été résolues dans leur état inactif, telles 
que révisées dans la référence [285]. Les arrestines sont des protéines de ~45 kDa organisées en 
lobes N et C, chacun formant une structure en sandwich à brins β reliée par une région charnière 
(figure 11). À cette interface de domaines N et C, la boucle C, la boucle doigt et la boucle 
centrale forment la crête centrale, flanquée par le lariat formé de 17 à 18 boucles, dont une partie 
est souvent appelée la boucle de la porte. Deux boucles sur le côté externe du lobe C-terminal 
composent le bord C, qui interagit avec la bicouche membranaire lors de l'activation de 
l'arrestine [112]. Deux grands réseaux d'interaction maintiennent l’arrestine dans sa 
conformation basale, inactive. Premièrement, l'interaction à trois éléments est médiée par des 
interactions hydrophobes entre la partie proximale de la queue C-terminale, le brin β N-terminal 




hydrogène entre cinq résidus chargés sur les brins β III et X de l'extrémité N-terminale, la boucle 
de la porte et la partie distale de la queue C-terminale (Figure 11, pointillé b). Ensemble, ces 
interactions maintiennent les régions de la crête centrale étroitement serrées et forment un verrou 
N-C intramoléculaire, empêchant l’accès à une rainure chargée positivement sur le lobe N. Lors 
de son activation par liaison au récepteur, l'arrestine subit plusieurs changements 
conformationnels majeurs, à savoir la perturbation de l’interaction à trois éléments, la rupture 
du noyau polaire, une rotation interdomaine de ~20°, la libération de la queue C-terminale et 
des réarrangements substantiels des boucles de doigt, centrale et de porte, récemment détaillées 
dans la référence [286] (figure 12). Ces changements exposent la surface concave du lobe N de 
l'arrestine et ses sites de phospho-interaction positivement chargés tels que les lysines et les 
arginines qui engagent des sérines et des thréonines de l’extrémité C-terminale du récepteur 
phosphorylées par les GRK. La structure du complexe rhodopsine/arrestine-1 a indiqué que les 
interactions récepteur/arrestine sont essentiellement médiées par deux interfaces: la queue C-
terminale du récepteur avec la rainure du lobe N de l’arrestine et le noyau du récepteur avec la 
crête centrale de l'arrestine. L'engagement de base du récepteur avec la crête centrale de 
l'arrestine est principalement médié par trois interactions: (i) la boucle de doigt de l’arrestine 
avec la poche de liaison intracellulaire du récepteur (ii) la base C-terminale de la boucle doigt 
et la boucle arrière de l’arrestine avec les extrémités intracellulaires de TM5 et TM6 reliées par 
IL3 dans la rhodopsine et (iii) la fente formée par les boucles centrales, de lariat et C de 
l’arrestine avec l’extrémité intracellulaire de TM3 et IL2 dans la rhodopsine [112]. Plus tôt, des 
études de mutation et de cartographie fonctionnelle des différentes isoformes de l’arrestine ont 
fourni des validations de ces interfaces d'interactions [287] et des résidus impliqués dans la 
spécificité de couplage du récepteur [288-290]. Des études récentes de BRET et FRET (transfert 
d’énergie par résonnance de fluorescence) sur la βarr2 ont indiqué que les domaines 
périphériques et ceux des lobes N et C de l’arrestine montrent des signatures conformationnelles 
spécifiques au récepteur et au ligand [291,292]. La capacité de l'arrestine à déclencher 
spécifiquement plusieurs voies de signalisation suggère qu'elle est capable d'adopter des 
conformations multiples pour engager efficacement différents effecteurs en aval, même 
lorsqu'elle est liée à un récepteur. La plasticité de sa surface joue probablement un rôle important 
dans ce processus, une propriété de l’arrestine qui commence à être largement étudiée 




par la phosphorylation de l’extrémité C-terminale et/ou des boucles intracellulaires du récepteur 
médiée par les GRK. Différentes GRK donnent des motifs phosphosérines/phosphothréonines 
distincts sur le récepteur qui sont ensuite "lus" différentiellement par l'arrestine, modulant ainsi 
l'affinité d'interaction et déclenchant des voies de signalisation spécifiques tels que la 
désensibilisation, l'endocytose ou l'activation de kinases [112]. Une structure cristalline 
récemment résolue du complexe rhodopsine/arrestine visuelle suggère, avec des essais de 
proximité, que la présence de charges négatives et/ou de trois phosphates sur le récepteur 
distinctement espacés sont critiques pour une haute affinité de liaison entre le récepteur et 
l'arrestine [297], ce qui peut expliquer pourquoi certains récepteurs interagissent faiblement ou 





Figure 12. Changements conformationnels de la βarr1 lors de son activation.  
Une superposition de l’état inactif (beige) et actif (vert) de la βarr1 est représentée. Dans la conformation inactive, 
la queue C-terminale (les lignes pointillées représentent les résidus non résolus) se fixe sur le lobe N de l'arrestine. 
L'état actif était obtenu par cristallisation de l'arrestine en présence d'un peptide correspondant à l'extrémité C-
terminale du récepteur de la vasopressine 2 complètement phosphorylée (bleu) et un fragment d'anticorps stabilisant 
l'état actif (non représenté). L'activation induit des changements conformationnels majeurs (indiqués par des flèches 
violettes): réarrangements des boucles à l'interface des lobes N et C, déplacement de la queue C-terminale et 
rotation interdomaines de ~20°. Deux réseaux d’interactions majeures maintiennent l'arrestine dans sa 
conformation basale et inactive : 1. L'interaction à trois éléments est médiée par des interactions hydrophobes entre 
la partie proximale de la queue C-terminale, le brin β N-terminal I et l'hélice α I (pointillé a), 2. Le noyau polaire 
est un réseau de liaisons hydrogène entre cinq résidus chargés sur les brins β III et X de l'extrémité N-terminale, la 
boucle de la porte et la partie distale de la queue C-terminale (pointillé b) (image modifiée de [112]).  
 
1.2.4.2.2 Régulation de l’activité des β-arrestines 
La variabilité conformationnelle des arrestines est contrôlée à plusieurs niveaux; par des 
interactions avec le complexe ligand-récepteur, par différentes modifications post-
traductionnelles du récepteur et des βarr et par l’action d'autres cofacteurs dépendants du type 
cellulaire [299]. Les modifications post-traductionnelles sont critiques pour la signalisation et 
le trafic des βarr. Les βarr1 et βarr2 sont constitutivement phosphorylées et nécessitent une 
déphosphorylation C-terminale pour cibler les récepteurs internalisés vers la clathrine. 
Cependant, la déphosphorylation de βarr n'est pas nécessaire pour la désensibilisation de la 
signalisation. La déphosphorylation de ßarr après l'activation du récepteur est nécessaire pour 
une fonctionnalité complète, y compris l'internalisation du récepteur et la signalisation MAPK 
médiée par la ßarr (voir section 1.2.4.2.3). L’ubiquitination de la βarr conduit à des complexes 
βarr/RCPG bien durables et à une activité MAPK prolongée. Elle est également nécessaire pour 
l'internalisation de plusieurs RCPG [300]. Différents modèles d'ubiquitination de la βarr (en 
particulier au niveau de la lysine en position 11 et celle en position 12) entraînent des 
changements dans le trafic des récepteurs et la capacité à échafauder les signalosomes [301]. La 
βarr à son tour agit comme adaptateur pour les ligases qui catalysent l’ubiquitination de certains 
RCPG, résultant en leur dégradation lysosomale. Les enzymes qui produisent la dé-
ubiquitination régulent également la fonction des arrestines fournissant ainsi un mécanisme de 




modifications signalées qui régulent la fonction de βarr sont la S-nitrosylation [303] et la 
SUMOylation (SUMO de l’anglais Small ubiquitin-like modifier), favorisant l’endocytose de 
nombreux RCPG [304].  
 
1.2.4.2.3 Signalisation médiée par la β-arrestine 
Les βarrs contrôlent plusieurs évènements cellulaires tels que la désensibilisation, 
l'endocytose ou l'activation de kinases. Il est maintenant approuvé que les βarrs sont également 
capables d'initier d’autres voies de signalisation spatialement et temporellement distinctes de la 
signalisation médiée par les protéines G, donnant des conséquences cellulaires et physiologiques 
uniques. En effet, les βarrs échafaudent les MAPKs y compris ERK1/2, JNK1/2 et p38, 
modulant plusieurs fonctions en aval telles que la croissance cellulaire, la survie, l’apoptose, la 
contractilité, la migration cellulaire et la réorganisation du cytosquelette [299]. La 
transactivation du récepteur EGFR est également régulée par les βarrs, grâce à l'activation d'une 
métalloprotéase matricielle transmembranaire qui sépare le ligand EGF lié à la membrane de 
l’EGFR [305]. La βarr2 peut inhiber la signalisation médiée par le NF-κB par la stabilisation de 
I-κBα, un inhibiteur de NF-κB, prévenant sa phosphorylation et dégradation [306]. La βarr1 
peut directement influencer les modifications épigénétiques par interaction nucléaire avec les 
acétylases et désacétylases des histones qui influencent la structure de la chromatine [307]. Il y 
a maintenant même des exemples de signalisation endosomale accrue des protéines G grâce à 
l’intervention de la βarr comme c’est le cas du récepteur de l'hormone parathyroïdienne de type 
1 [308] et du récepteur de la vasopressine V2 [309], un effet qui est perdu avec l’inhibition de 
la βarr. Le β2AR maintient également une conformation active qui peut signaliser à travers les 
protéines G pour générer de l’AMPc à partir des endosomes [310]. Ces résultats suggèrent que 
le trafic des récepteurs vers les endosomes n’est pas nécessairement synonyme d’arrêt de la 
signalisation. Au contraire, les récepteurs au niveau des endosomes peuvent être capables 
d'activer encore les protéines G. Cette propriété est à l’encontre du paradigme classique des 
arrestines comme "arrêtant" la signalisation de la protéine G. Dans ce contexte, les études 
structurales ont révélé deux conformations uniques des complexes RCPG-βarr: la conformation 
«queue» où la βarr est principalement couplée à la queue C-terminale du récepteur phosphorylé, 




engagée dans le noyau transmembranaire du récepteur. La conformation «queue» assure 
l'internalisation des récepteurs et la signalisation médiée par la βarr alors que la conformation 
«noyau» est responsable de la désensibilisation de la signalisation par la protéine G [311]. 
Récemment, il a été démontré que les RCPG de classe B forment un mégacomplexe avec la 
protéine G et la βarr [312]. En effet, le récepteur se lie simultanément à travers sa région centrale 
avec la protéine G et à travers sa queue C-terminale phosphorylée avec la βarr. Ce 
mégacomplexe définit la base physique de la signalisation soutenue des RCPG internalisés.  
 
1.2.4.2.4 Régulation de l’activité du récepteur opioïde delta par la β-arrestine 
L’activation du DOPr [85,248] ou sa phosphorylation par la PKC [264] induit le 
recrutement de βarr1 et/ou βarr2 à proximité du récepteur. Les sites d’interaction sur le récepteur 
ont été localisés dans l’IL3, plus précisément au niveau de la leucine à la position 235, de 
l’isoleucine à la position 259 et des deux sérines aux positions 249 et 255 et dans l'extrémité C-
terminale au niveau de la glutamine à la position 331, de l’alanine à la position 372, des deux 
thréonines aux positions 358 et 361 et de la sérine à la position 363 [313,314] (figure 13). Dans 
ce contexte, les récepteurs tronqués au niveau C-terminal manquant les 15 derniers résidus 
démontrent une capacité réduite, mais pas abolie d’interaction avec la βarr1 [313], suggérant 
que la βarr1 peut interagir avec le DOPr en absence de phosphorylation de la queue C-terminale. 
Cette possibilité a ensuite été corroborée dans des études où on a muté les sites de 
phosphorylation sérine/thréonine C-terminaux du DOPr [315,248], confirmant le maintien de la 
capacité du récepteur muté à recruter la βarr1/2 d'une manière indépendante de sa 
phosphorylation C-terminale. L’équipe de Qiu et al. a démontré que bien que la phosphorylation 
ne soit pas essentielle pour le recrutement de la  βarr, elle améliore spécifiquement l'interaction 
du DOPr avec la βarr2 [315]. La même étude a également montré que les deux βarr contribuaient 
de façon similaire à l'internalisation du DOPr sauvage et celui muté au niveau des sites de 
phosphorylation C-terminaux, alors que la βarr2 était principalement responsable de la 
désensibilisation du DOPr de type sauvage [315]. En revanche, une autre étude comparant la 
contribution de la βarr1/2 à l'internalisation du DOPr a conclu que seule la βarr2 médie 
l'internalisation du récepteur muté non phosphorylé [248]. L'association de la βarr1/2 avec la 




endocytiques distincts; les DOPrs dépourvus de sites de phosphorylation ont été 
préférentiellement ciblés vers la dégradation par βarr2, tandis que les récepteurs de type sauvage 
ont été partiellement recyclés vers la membrane plasmique via leur interaction avec l'une ou 
l'autre βarr [316]. Les auteurs ont noté qu’il n’est pas clair si le complexe récepteur non 
phosphorylé/βarr2 est plus stable que le récepteur phosphorylé/βarr1/2, mais si c’est le cas, cela 
peut expliquer ces divergences dans le trafic post-endocytique du DOPr, vu que la stabilité de 
cette interaction recepteur/arrestine suffit pour réduire la cinétique du recyclage [317]. 
 
Figure 13. Sites d’interaction du DOPr avec cdk5, Src, PKC, GRK et βarr. 
Les sites de phosphorylation putatifs sont en vert. Les lignes noires entre la Cys121 dans la première boucle 
extracellulaire et la Cys198 dans la seconde boucle extracellulaire correspondent à un pont disulfure. Les lignes 
noires courbées dans la troisième boucle intracellulaire entre la Leu235 et Ile259 et celles au niveau C-terminal 
entre Gln331 et Ala372 correspondent aux sites d’interactions avec la β-arrestine (βarr). 
 
 
Plusieurs études ont montré que différents ligands se distinguent considérablement dans 




plusieurs facteurs [47]. Premièrement, les différences d'efficacité intrinsèque de ces différents 
ligands pour l'activation de la protéine G impliquent différentes capacités à recruter [247] et 
activer les GRK [252], ce qui donne différents profils de phosphorylation du récepteur donc un 
recrutement différent de la βarr. Deuxièmement, la capacité de différents ligands du DOPr à 
stabiliser différentes conformations du récepteur (voir section 1.4) pourrait expliquer cette 
divergence d’interaction avec la βarr. En effet, une étude de la cinétique de dissociation 
DOPr/βarr suite à l’activation du récepteur par deux agonistes différents DPDPE ou SNC-80 a 
montré que le récepteur se sépare différemment de la βarr, selon le ligand par lequel il a été 
stimulé [85]. Le SNC-80 stabilise une conformation dans laquelle l’extrémité C-terminale du 
récepteur est très proche du domaine N-terminal du dimère Gβγ, bloquant tous les partenaires 
d'interaction pour s’associer à ce complexe stable. Le DPDPE éloigne la queue C-terminale du 
dimère Gβγ, ce qui entraine le recrutement de la βarr2 vers le récepteur, mais pas au voisinage 
de la protéine Gγ2, donnant un complexe DOPr-βarr2-Gβγ transitoire. La stabilité de 
l’interaction au sein du complexe a été associée à un recyclage réduit du récepteur et une 
désensibilisation marquée suite à son exposition au SNC-80, alors que le DPDPE favorise un 
recyclage efficace du récepteur qui conférait une protection contre la désensibilisation. La 
capacité de recyclage du DOPr stimulé par le DPDPE a été corrélée avec un effet analgésique 
prolongé, contrairement au SNC-80 qui produit de la tolérance analgésique par défaut de 
recyclage [85]. De ce fait, l’interaction différentielle du DOPr avec la βarr2 détermine ses 
propriétés de recyclage et le profil de tolérance analgésique du ligand lui étant associé. Une 
étude récente a indiqué qu'une interaction stable entre les ROs et la βarr peut entraîner la 
sensibilisation de la signalisation du récepteur TRPV1 [320]. Le fait que cet effet était associé 
à l'administration de SNC-80, mais pas de ARM100390 [321] a été interprété comme une 
indication que les DOPrs occupés par SNC-80 pouvaient activer la signalisation du TRPV1 en 
agissant comme des pièges pour les βarr qui étaient associés de manière constitutive avec le 
canal.  
 
1.3 Théorie des récepteurs 
Comme nous l’avons démontré, le DOPr, comme tout RCPG, peut engager différentes 




de voies qu’un récepteur puisse activer, les modèles pharmacologiques sont très pertinents pour 
comprendre la transduction de la signalisation cellulaire afin de prédire l’action d’une drogue 
sur un récepteur donné. En effet, l’approche optimale pour étudier le mécanisme d’action d’une 
drogue est d’étudier l’effet de diverses concentrations dans un système fonctionnel. La réponse 
qui en résulte peut ensuite être comparée à un modèle mathématique quantitatif. Si les données 
concordent avec le modèle, ce dernier peut alors prédire un des mécanismes d’action possibles 
de la drogue. Dans la prochaine section, nous allons alors présenter les modèles 
pharmacologiques les plus importants. 
 
1.3.1 Les modèles analytiques 
1.3.1.1 Théorie de l’occupation 
Appelée aussi le modèle de Clark-Gaddum-Stephenson, la théorie de l’occupation a été 
émise au début du XXème siècle. Selon cette théorie, l’effet pharmacologique serait 
proportionnel au pourcentage de récepteurs occupés et l’effet maximal serait obtenu pour 100 
% de récepteurs occupés. En effet, Clark et Gaddum, s’inspirant du modèle de Langmuir 
décrivant la loi d’action de masse, émirent les hypothèses que la vitesse d’association d’un 
ligand sur un tissu est proportionnelle à la quantité de ligands en solution ainsi qu’à la quantité 
de récepteurs libres et que la vitesse de dissociation d’un ligand de son récepteur ne dépend que 
de la quantité du complexe ligand/récepteur. À l’équilibre, quand les deux vitesses sont égales, 
le rapport des constantes de dissociation sur association, aussi appelé affinité à l’équilibre, est 
égal à la concentration du ligand lorsque la moitié des sites sont occupés. Dans son étude initiale, 
Clark proposa de substituer la fraction du récepteur liée par la fraction de la réponse maximale 
d’un tissu suite au traitement par un ligand et c’est comme ça que l’effet de la drogue est 
directement proportionnel à la quantité de drogue liée au récepteur [322]. Stephenson a montré 
que cette théorie n’est pas exacte puisque l’effet maximal peut être obtenu sans que tous les 
récepteurs disponibles soient occupés. En général, l’occupation d’une faible proportion de 
récepteurs suffit pour obtenir l’effet maximum. Les récepteurs non impliqués dans l’effet 
pharmacologique sont dits récepteurs de réserve [323]. La réponse n’est pas alors linéairement 
proportionnelle au nombre de récepteurs occupés. Stephenson a aussi démontré que différents 




l’efficacité du ligand. Ainsi on peut avoir des ligands qui démontrent une réponse partielle 
appelés agonistes partiels. Les ligands sans efficacité sont appelés les antagonistes. La théorie 
de l’occupation fut par la suite optimisée par d’autres groupes en incluant notamment une 
fonction décrivant la capacité du système à signaliser et une constante d’efficacité intrinsèque 







Où :  
𝐸 : Efficacité d’un ligand à activer un effet dans un système, 
𝐸𝑚𝑎𝑥 : Efficacité maximale, 
𝑓 : Fonction qui décrit l’efficacité du couplage entre le stimulus et le système pour produire 
l’effet, 
𝜀 : Efficacité intrinsèque d’un agoniste pour activer une voie de signalisation, 
[𝐿] : Concentration du ligand libre, 
[𝑅𝑡] : Concentration totale du récepteur, 
𝐾𝑑 : Constante de dissociation du ligand pour le récepteur. 
Dans ce modèle, 𝜀 et 𝐾𝑑 sont des propriétés du ligand. Les paramètres 𝑓 et [𝑅𝑡] sont dépendants 
du système biologique étudié et doivent être déterminés pour pouvoir comparer l’effet des 
ligands dans différents systèmes biologiques.  
 
1.3.1.2  Modèle opérationnel 
Le modèle opérationnel, proposé par Black et Leff en 1983, représente une alternative au 
modèle de l’occupation [325]. Ces auteurs assument que l’effet de l’agoniste en fonction de la 
concentration se traduit toujours par une fonction hyperbolique. Grâce à cette fonction, la facilité 
de couplage du complexe ligand/récepteur (LR) à une voie de signalisation donnée se traduit 
par une constante de dissociation (Ke) définissant la transduction du complexe agoniste-











𝐸 : Efficacité d’activation d’une voie de signalisation donnée, 
𝐸𝑚𝑎𝑥 : Efficacité maximale, 
[𝐿𝑅] : Concentration du complexe ligand/récepteur, 
𝐾𝑒 : Constante de couplage du complexe LR à une voie de signalisation donnée. 
 
La version utile de l’équation du modèle opérationnel est obtenue en substituant l’équation avec 
la loi d’action de masse optimisée, afin de pouvoir visualiser les paramètres expérimentaux :  
𝐸 =
[𝐿] × [𝑅𝑡] × 𝐸𝑚𝑎𝑥
[𝐿]([𝑅𝑡] + 𝐾𝑒)(𝐾𝑑 × 𝐾𝑒)
 
Afin de simplifier cette équation, les auteurs ont défini un paramètre pour l’efficacité par τ qui 
représente la capacité intrinsèque de la molécule à induire une réponse et aussi l’efficience du 
système à transformer la stimulation en une réponse cellulaire. Plus la valeur de τ est élevée, 
plus le complexe LR peut activer une voie de signalisation dans un système donné. Aussi, bien 
que cette valeur varie d’un système à l’autre pour un agoniste, les valeurs relatives entre les 
agonistes restent constantes, ce qui représente un grand avantage par rapport au modèle de 










Où :  
KA : affinité fonctionnelle du ligand 
L’affinité fonctionnelle KA est dérivée des données fonctionnelles et non celles obtenues des 
expériences de liaison. C’est un paramètre qui représente la capacité du ligand à interagir avec 
le ou les états du récepteur qui donnent la réponse d'intérêt [326,327]. 
Le modèle opérationnel utilise la cellule comme une enzyme virtuelle, où le complexe LR 
fonctionne comme substrat et la réponse tissulaire fonctionne comme le produit. La réponse 








Black et Leff ont également produit une version du modèle qui tient en compte de la pente de la 
courbe dose/réponse (la pente représente l'efficacité du système pour traduire l'occupation des 





La quantité de récepteurs activés est une fraction du nombre total des récepteurs et cette 










Cette méthode de mesure dépend alors simultanément du paramètre de position de la courbe 
(KA) et de la réponse maximale. Ainsi, en prenant les paramètres τ et KA comme indicateurs 
de réponse aux drogues, le biais de ligands peut être déterminé par des efficacités relatives (τ) 
distinctes sur différentes voies, ainsi que par leur affinité différentielle pour le ou les récepteurs 
donnant la réponse d'intérêt (KA). Définissons ce que c’est le biais. 
C’est un terme qui décrit un type spécifique d’événements de signalisation dans lequel 
différents ligands agissant sur le même récepteur peuvent donner différentes réponses en 
engageant différents partenaires de signalisation (pour plus de détails, voir section 1.4) [328]. 
Kenakin et Christopoulos [326] proposent que toutes les possibilités de signalisation soient 
envisagées en calculant un coefficient de transduction consolidé (log (τ/KA)), qui décrit 
l'efficience avec laquelle un ligand évoque un effet particulier. Cette valeur numérique unique 
peut être utilisée pour comparer les ligands entre eux dans différentes réponses afin de 
déterminer s’ils présentent un biais et si oui, de quantifier son ampleur [326]. Cependant, il est 
important de noter qu'avec l'estimation de l'efficacité du ligand, les valeurs de τ intègrent 
également des variables dépendantes du système [325]. Comme l’efficacité peut varier entre 
différentes réponses, ces variations doivent être prises en compte lors de l'estimation de 
l'amplitude du biais en utilisant des coefficients de transduction. Pour ce faire, les ratios des 
ligands d’essai log (τ/KA) sont normalisés par rapport à l’efficience d’un standard choisi, ce qui 
donne des coefficients de transduction normalisés ou des valeurs Δlog (τ/KA). Puisque le 




du système, les réponses normalisées annulent le biais du système. Δlog (τ/KA) est calculé en 
soustrayant le coefficient de transduction du standard de celui du ligand d'essai. Les coefficients 
de transduction normalisés peuvent être utilisés pour comparer statistiquement les efficiences 
de signalisation des ligands dans différentes voies, et pour déterminer à quel point un ligand 
peut être plus efficace (ou moins efficace) pour induire une réponse dans une voie par rapport à 
d’autres. Cette comparaison est établie en soustrayant les coefficients de transduction 
normalisés pour chaque voie (ΔΔlog (τ/KA)) afin d’établir le facteur de biais (10ΔΔlog (τ/KA)) 
[329]. Puisque les facteurs de biais résultent de comparaison des coefficients de transduction 
normalisés à un standard commun, le biais est toujours exprimé par rapport à cette norme et 
varie avec.  
Pour conclure, cette méthode présente alors le grand avantage d’évaluer simultanément 
les paramètres de position et les réponses maximales et de quantifier le biais de façon 
indépendante des facteurs de confusion du système et de l’expérience [330]. C’est pour ces 
raisons que dans notre étude, nous avons utilisé le modèle opérationnel afin de quantifier de 
façon optimale le biais pour les agonistes du DOPr.  
 
1.3.2 Les modèles mécanistiques 
Le modèle opérationnel a été conçu pour faire des prédictions d'effet et simuler 
l'agonisme, mais il ne décrit pas spécifiquement le mécanisme d’action du médicament. D'autres 
modèles plus complexes ont été conçus pour ce faire. Pour les besoins de cette thèse, nous allons 
brièvement décrire ces modèles afin de montrer la progression qui a eu lieu avant d’arriver à la 
notion de sélectivité fonctionnelle définie plus bas. De plus amples informations sur tous ces 
modèles sont très bien décrites dans la récente revue de Kenakin [331].   
 
1.3.2.1  Modèle à deux étapes 
Il a été établi en utilisant comme élément de base l'équation de la liaison d'action de 
masse avec deux variantes importantes, en particulier l'incorporation de la liaison en deux étapes 
et l'introduction de deux états du récepteur [332]. Si le ligand (L) se lie au récepteur (R) et le 
fait changer à la forme (R*), le processus peut être décrit comme :  





LR : représente un complexe intermédiaire inactif  
LR* : représente le complexe actif          
Le ligand induit alors un changement conformationnel sur le récepteur qui donne la 
réponse du système. Cela se fait en deux étapes : tout d’abord le ligand forme un complexe 
intermédiaire inactif avec le récepteur (LR), ensuite, plus la vitesse du changement de 
conformation du récepteur est grande, plus la quantité du complexe LR* sera grande et la réponse 
aussi. Un agoniste induit facilement la transformation conformationnelle du récepteur alors 
qu’un antagoniste en est incapable. Le modèle ne peut pas expliquer l’action des agonistes 
inverses, mais au moins, à l’époque, il a ouvert la nouvelle piste de changement conformationnel 
nécessaire pour la réponse.  
 
1.3.2.2  Modèle à deux états  
Ce modèle propose que le récepteur soit en équilibre entre une conformation active et 
une conformation inactive selon une constante d’équilibre. Un agoniste possède une plus grande 
affinité pour la conformation active alors que l’agoniste inverse préfère la forme inactive. 
L’antagoniste n’a pas de préférence et lie les deux états de manière équivalente. Ainsi, les 
agonistes favorisent un déplacement de l’équilibre vers l’état actif, les agonistes inverses vers 
l’état inactif et les antagonistes ne changent pas l’équilibre à l’état basal [333]. 
 
1.3.2.3  Modèle ternaire  
Ce modèle, émis au début des années 80, était propre aux RCPG. Il a vu le jour suite à 
la découverte que les nucléotides de guanine pourraient affecter l'affinité des agonistes à travers 
des changements dans l'interaction entre les récepteurs et les protéines G. Cela suggère que la 
liaison se fait en deux étapes : liaison du ligand au récepteur et ensuite la complexation avec la 
protéine G [331]. Il existe alors un équilibre entre 4 états : un premier état constitué de l’agoniste, 
du récepteur inactif et de la protéine G dissociée (L+Ri+G), un deuxième état constitué d’un 
complexe agoniste-récepteur inactif dissocié de la protéine G (LRi+G), un troisième constitué 
du complexe agoniste-récepteur actif dissocié de la protéine G (LRa+G) et finalement, un 




14). Ce modèle explique aussi l’activité constitutive du récepteur par engagement spontané de 




Figure 14. Modèle ternaire 
L : ligand, Ri : récepteur inactif, Ra : récepteur actif, G : protéine G 
 
Le modèle ternaire fut par la suite modifié pour y intégrer la notion d’activité basale du 
récepteur, ce qui explique l’action des agonistes inverses. Deux autres états ont vu le jour : un 
état constitué de l’agoniste, du récepteur activé et de la protéine G dissociée (LRa) et un état 
constitué du complexe récepteur activé-protéine G (RaG) (figure 15). Ce nouveau modèle donne 
naissance au complexe ternaire étendu [331].  
 
 
Figure 15. Modèle ternaire étendu  
L : ligand, Ri : récepteur inactif, Ra : récepteur actif, G : protéine G 
 
Ce modèle étendu ne permet pas d’obtenir les informations nécessaires pour comparer 




permettant d’expliquer la possibilité au récepteur de lier la protéine G en présence 
d’antagonistes, en cas d’absence du ligand, ou en présence d’agonistes inverses. Les deux 
nouveaux états sont alors composés d’un complexe récepteur inactif-protéine G (RiG) et d’un 




Figure 16. Modèle ternaire cubique  
L : ligand, Ri : récepteur inactif, Ra : récepteur actif, G : protéine G 
 
1.3.2.4  Modèle probabiliste 
Les modèles déjà cités représentent l’avantage d’en tirer une formule mathématique 
permettant de quantifier l’effet des différents ligands. Cependant, ils reposent sur la théorie que 
les RCPG ne possèdent qu’une seule conformation active responsable de tous les effets qu’un 
récepteur puisse donner. Le développement de différentes méthodes permettant de mesurer 
l’activité de différentes voies de signalisation, dépendante ou indépendante de l’activation de la 




la capacité de protéines d’adopter plusieurs conformations selon leur environnement [334]. En 
d’autres mots, le modèle probabiliste affirme que l’état du récepteur est représenté par une 
multitude de conformations différentes. La distribution de ces conformations est modifiée par 
la liaison d’un ligand, l’engagement de la protéine G et l’intervention des effecteurs. Un ligand 
stabilisant une distribution contenant des conformations plus actives ou plus de conformations 
actives par rapport à l’état basal est un agoniste pour la voie considérée. Un ligand stabilisant 
une distribution contenant des conformations moins actives ou en contenant moins sera un 
agoniste inverse. Un antagoniste ne change pas l’efficacité détectée sur une voie par rapport à 
l’efficacité basale. Ce modèle était fortement validé par de nombreuses études démontrant la 
présence de multiples conformations actives pour plusieurs RCPG [335-338] et a donné 
naissance durant la dernière décennie au nouveau concept pharmacologique de la sélectivité 
fonctionnelle des ligands [339].     
 
1.4 La sélectivité fonctionnelle  
Elle est définie par la capacité des ligands de stabiliser différentes conformations actives 
d’un récepteur qui sont sélectives pour certaines voies de signalisation ou de régulation sans 
activer l’ensemble des voies associées au récepteur [328] (figure 17). Cette capacité est 
déterminée par l'ensemble des interactions uniques que chaque complexe ligand-récepteur 
établit avec les effecteurs de ces signaux [339]. Elle est synonyme du biais ou de l’agonisme 
biaisé (défini à la section 1.3.1.2). Avec ce nouveau concept est née l’idée que l’identification 
de ligands sélectifs qui stabiliseraient spécifiquement certaines conformations de récepteurs 
pourrait permettre de cibler des voies de signalisation et donc d’obtenir les réponses 
pharmacologiques qui y sont associées. Ce nouveau paradigme est actuellement l’objet d’une 
attention considérable puisqu’il constitue théoriquement un moyen de dissocier les effets 
désirables d’un médicament de ses effets indésirables, à condition bien sûr, de connaitre les 





Figure 17. Sélectivité fonctionnelle. 
Les conformations actives multiples du récepteur donnent des réponses cellulaires différentes.  
 
L'approche expérimentale la plus fréquemment utilisée pour identifier l'agonisme biaisé 
des ligands opioïdes a été la comparaison des réponses induites par une seule concentration 
maximale efficace de différents agonistes [341,86,342]. Dans ce contexte, l’inversement de 
l’ordre des réponses maximales des ligands pour différents effets (par exemple signalisation vs 
internalisation) a souvent été interprété comme un biais. Ceci était le seul critère qui nous permet 
de tirer des conclusions sur l'existence d'un biais de ligands à partir des réponses maximales 
[343]. Quelles évidences de sélectivité fonctionnelle a-t-on pour le DOPr? L’agonisme biaisé a 
été mis en évidence en dévoilant les interactions uniques établies entre le récepteur activé par 
différents ligands et ses partenaires de signalisation en aval. Par exemple, la technologie de 
résonance des plasmons de surface a révélé que chaque complexe agoniste-DOPr présente des 
affinités distinctes pour différentes protéines Gαi/o [344,345]. De même, la technique BRET a 
montré que les réarrangements conformationnels qui ont lieu à l'interface DOPr/protéine Gα et 
ceux au sein des sous-unités de la protéine Gαβγ sont spécifiques aux ligands et associés à des 
réponses en aval distinctes. Par exemple, l'activation du DOPr par SNC-80, DPDPE et morphine 
a réduit la distance entre la sous-unité Gαi1 et l'extrémité N-terminale de Gγ, mais les mêmes 




production d'AMPc et favorisé l'activation de ERK, le TICP s'est comporté comme un agoniste 
inverse pour la voie de production d'AMPc et comme un agoniste dans la cascade MAPK 
[346,269]. Les mécanismes impliqués dans l'activation d’ERK par DPDPE et TIPP, un analogue 
de TICP, sont également différents. Alors que le DPDPE favorise la formation du complexe 
Gβγ-PLCβ3-Src qui conduit à l'activation de MAPK via Raf-1, la stimulation par TIPP engage 
la βarr1/2 [215]. 
Le DOPr présente également, en dehors de la signalisation, des mécanismes de 
régulation (phosphorylation, internalisation…) spécifiques aux ligands. Les études de 
mutagenèse ont clairement établi que les différents agonistes peuvent phosphoryler le DOPr à 
différents domaines intracellulaires, ce qui implique que les récepteurs occupés par différents 
ligands exposent différents sites de phosphorylation aux kinases régulatrices [253,254]. Ainsi, 
le DPDPE et le SNC-80, stabilisant des conformations distinctes du récepteur au cours de sa 
désensibilisation (pour plus de détails, voir section 1.2.4.2.4) [85], différaient dans leur capacité 
à phosphoryler les résidus Ser/Thr en dehors de la queue C-terminale. En effet, le SNC-80 était 
le seul ligand capable de phosphoryler le mutant DOPr tronqué en C-terminal [347]. Bien que 
les résidus impliqués dans la réponse différentielle au DPDPE et au SNC-80 restent à 
déterminer, le troisième IL pourrait être un candidat probable puisqu'il contient des résidus 
Ser/Thr qui contribuent à la liaison à la βarr [313,314], une réponse qui est aussi distinctement 
engagée par les différentes conformations stabilisées par le DPDPE et le SNC-80 [85]. 
L'internalisation par les agonistes du DOPr a été comparée aux réponses protéines G dans les 
systèmes d'expression hétérologues [250] et les échantillons de cerveau in vivo [348]. Toutes 
ces études montrent qu'au moins un des ligands présente une internalisation minimale avec une 
signalisation maximale ou quasi maximale. Le déséquilibre observé a été interprété à plusieurs 
reprises comme un biais de ligand, mais la disproportion pourrait simplement être due à une 
amplification différente des réponses de signalisation et d'internalisation. Les agonistes partiels 
peuvent ainsi se comporter comme complets dans les systèmes amplifiés et les divergences 
peuvent être expliquées par une simple différence dans les efficacités des ligands, ce qui faussera 
l’évaluation du biais. Aussi, la disproportion systématique entre les effets maximaux ne permet 
pas de conclure sans ambigüité si le déséquilibre est attribuable au ligand lui-même ou aux 
différences d'efficacité avec lesquelles le récepteur activé engage les étapes en aval soutenant la 




fois, ces observations justifient notre utilisation de la méthode alternative du modèle 
opérationnel pour une mesure plus fiable du biais.  
 
1.5 Trafic endocytique et post-endocytique 
La tolérance à l’analgésie est reliée de façon étroite aux propriétés de trafic des ROs. 
Une meilleure compréhension des mécanismes à la base de ce trafic nous aidera à mieux 
comprendre les déterminants moléculaires de la perte de l’efficacité analgésique avec 
l’administration prolongée des opioïdes pour le développement rationnel de nouveaux opioïdes 
à activité prolongée. Dans la section suivante, nous explorerons d'abord le trafic endocytique 
(internalisation) du DOPr. Ceci sera suivi d'un exposé des connaissances actuelles sur les 
propriétés du trafic post-endocytique (recyclage).  
 
1.5.1 Internalisation 
La liaison de l'arrestine à la face cytoplasmique du récepteur occlut le site de liaison de 
la protéine G hétérotrimérique, empêchant son activation. D’autre part, l'arrestine lie le récepteur 
à des éléments de la machinerie d'internalisation, qui favorisent l'endocytose du récepteur et son 
transport subséquent vers des compartiments internes, appelés endosomes. En effet, les 
arrestines conduisent l’acheminement des récepteurs dans les puits recouverts de clathrine, une 
région spécifique de la membrane plasmique, via sa capacité à lier à la fois les RCPG et les 
protéines des puits recouverts de clathrine, à savoir la sous-unité β de la protéine adaptatrice de 
type 2 (AP2) et la chaîne lourde de la clathrine. Une fois que les RCPG sont concentrés dans 
ces puits, la scission des vésicules de la membrane plasmique implique l’action GTPase de la 
dynamine, qui est recrutée vers les puits entraînant l'internalisation du RCPG dans le 
compartiment endosomal [349]. L’internalisation peut être indépendante de la clathrine et fera 
intervenir les cavéoles, un type spécial de radeaux lipidiques contenant de petites invaginations 
(50-100 nanomètres) de la membrane plasmique en forme de flacons. Certains RCPG sont 
internalisés de façon indépendante de la dynamine, une protéine cytoplasmique à activité 
GTPasique associée à la clathrine facilitant la scission des vésicules à partir d'une membrane 
lipidique. Les petites protéines G de la famille Ras, Rab et ARF peuvent influencer la 




récepteurs, comme l’ubiquitination, la glycosylation et la palmitylation affectent l’endocytose 
de certains RCPG.  
La phosphorylation médiée par les GRKs favorise le recrutement de la βarr, entraînant 
l'accumulation du DOPr dans les puits recouverts de clathrine et son acheminement subséquent 
dans des endosomes après scission de la membrane par la dynamine [351,352]. La préincubation 
des cellules HEK293 exprimant de façon stable le DOPr avec les peptides DPDPE, DADLE 
([D-Ala2, D-Leu5] enképhaline), deltorphine II ou les alcaloïdes comme le BW373U86 et 
l'étorphine aboutit à l'internalisation du récepteur, mais pas avec les alcaloïdes lévorphanol, 
morphine et oxymorphindole [353,250]. Cette régulation différentielle du récepteur peut être 
due à des variations dans la capacité des agonistes à se lier au récepteur [353]. Au niveau des 
neurones de l’hippocampe et du striatum, le SNC-80 provoque une forte internalisation du DOPr 
alors que son dérivé proche, le ARM100390 ne le fait pas [348]. Il faut cependant noter que 
cette observation a été obtenue avec des souris transgéniques exprimant le DOPr étiqueté au 
GFP au niveau C-terminal. Une telle étiquette à une telle position pourrait affecter de façon 
considérable la liaison de la βarr et des autres protéines nécessaires pour l’internalisation dans 
la conformation stabilisée par l’ARM100390, donc ces observations sont à interpréter avec 
précaution. Le DOPr est aussi internalisé en réponse à une exposition prolongée à la 
dermenképhaline au niveau de la corne dorsale de la moelle épinière de rat [354].  
La mono-ubiquitination a été impliquée dans l'internalisation de certains RCPG. 
L'ubiquitination du DOPr n’est cependant pas essentielle pour son internalisation puisque la 
mutation exhaustive des résidus lysine cytoplasmiques (auxquels se lie l’ubiquitine) n'a pas 
inhibé l'endocytose du DOPr dans les cellules HEK293 [355]. Le domaine C-terminal du DOPr 
joue un rôle notable pour son internalisation. La troncature des 15 ou 37 derniers résidus du 
DOPr a complètement bloqué l'internalisation induite par le DPDPE  dans les cellules CHO 
[356]. On a constaté cependant que l’étorphine et le DADLE ont été capables d’induire 
l’endocytose du DOPr tronqué dans les cellules HEK293 [357]. Par ailleurs, le DOPr portant 
des sites de phosphorylation mutés au niveau C-terminal n’est pas internalisé. Pour expliquer 
ces résultats, Whistler et al. ont suggéré que la queue C-terminale du DOPr peut servir comme 
«frein» dépendant de la phosphorylation, qui empêche l'interaction entre le DOPr et la βarr en 
l'absence d'agoniste [358]. La phosphorylation du DOPr par la GRK2 joue un grand rôle dans 




[359,356,352,360]. Cependant, l’équipe de Zhang et al. a démontré que le DOPr peut 
internaliser dans les cellules HEK293 de façon indépendante de la GRK2 [248]. L’inhibition de 
la protéine G par la PTX ne prévient pas l’internalisation du DOPr stimulé par le DPDPE dans 
les cellules de neuroblastomes de souris [361]. En revanche, dans les cellules HEK293 
exprimant de façon stable le DOPr, le prétraitement à la PTX inhibe de 60% la capacité de 
l'agoniste DTLET à induire l’internalisation du récepteur [271]. L’équipe de Traynor et al. a 
démontré qu’au niveau des cellules HEK293, le DOPr peut être phosphorylé et internaliser de 
façon dépendante de la protéine G. Cependant une voie alternative indépendante de la protéine 
G et de la GRK2 existe [250]. En effet, cette équipe a démontré que l’internalisation du DOPr 
par le DPDPE a été ralentie en présence de PTX (toxine inhibant la protéine Gαi/o), mais le taux 
d’internalisation a été le même au bout de 6h. 
L’activation hétérologue de la PKC au niveau des cellules HEK293 stimule la 
phosphorylation du DOPr au niveau de la sérine à la position 344, induisant son internalisation 
dépendante de la βarr et la clathrine [264]. La capacité du DOPr de recruter la βarr sans être 
phosphorylé a été illustrée dans les essais où les sites de phosphorylation induite par l’agoniste 
ont été mutés [248]. Plusieurs études ont démontré l’implication de la βarr2 dans l'internalisation 
du DOPr. En effet, la déplétion de cette protéine régulatrice bloque son internalisation induite 
par le DPDPE dans les cellules HEK293 et sa surexpression l’augmente [248]. Ceci a été aussi 
démontré dans les cellules de fibroblastes embryonnaires de souris [315].  
En conclusion, l’internalisation du DOPr est alors un phénomène qui peut être médiée 
par différents intervenants et dont les mécanismes varient selon le ligand activant le récepteur. 
 
1.5.2 Trafic post-endocytique 
1.5.2.1 Propriétés de trafic du récepteur opioïde delta suite à son internalisation 
Il y a de nombreuses années, il a été démontré que l'endocytose du DOPr aboutissait à la 
régulation négative des récepteurs en initiant leur délivrance vers les lysosomes pour la 
destruction protéolytique ultérieure [362]. Cette hypothèse a été fortement soutenue au cours 
des années, à la fois dans les modèles cellulaires et les neurones natifs [65,363]. Le DOPr 
internalisé engage un complexe protéique de tri endosomal appelé ESCRT (de l’anglais 




ubiquitinés et conduit leur acheminement vers la lumière des corps multivésiculaires (MVB), 
qui fusionnent plus tard avec les lysosomes [364]. Pour certains récepteurs, tels que l'EGFR, le 
transfert des récepteurs ubiquitinés vers la lumière de l'endosome est essentiel pour leur envoi 
vers les lysosomes. En effet, si l'ubiquitination de l'EGFR est abolie, les EGFR intériorisés 
recyclent de manière aberrante vers la membrane plasmique [365]. Les DOPrs sont également 
ubiquitinés après leur activation par l'agoniste (dans la première boucle cytoplasmique par la 
protéine interagissant avec l'atrophine de type 4) et ils traversent les MVB typiques [366,367]. 
Cependant, contrairement à l’EGFR, ni l'ubiquitination du DOPr ni son transfert vers la lumière 
des MVB ne sont essentiels pour son acheminement subséquent aux lysosomes [367,355]. Des 
efforts étaient alors déployés pour comprendre le mécanisme de triage post-endocytique du 
DOPr et dans ce contexte, il a été démontré que le DOPr interagit avec le GASP (protéine de 
triage associée aux RCPG) [368-370]. Le GASP est une protéine cytoplasmique exprimée dans 
plusieurs tissus et abondamment retrouvée dans le cerveau. Elle interagit de manière sélective 
avec un sous-ensemble de RCPG et module leur tri endocytique vers les lysosomes en faisant 
intervenir la dysbindine : une protéine cytoplasmique qui intervient dans la biogenèse de 
structures spécialisées apparentées aux lysosomes. En effet, le GASP et la dysbindine relient 
certains RCPG à la machinerie ESCRT. Dans ce contexte, la dysbindine favorise le tri du DOPr 
vers les lysosomes et relie le GASP à la composante HRS de la machinerie ESCRT [369] et 
l’interférence avec l’interaction GASP-DOPr par mutation du récepteur ou surexpression d'un 
dominant négatif de GASP inhibe le trafic des récepteurs vers les lysosomes et favorise leur 
recyclage [370]. Le GASP se lie préférentiellement à la queue cytoplasmique du DOPr non 
ubiquitiné [370] et cette machinerie retient efficacement les DOPrs dans la membrane limitant 
les endosomes. En conséquence, l'engagement du DOPr par le complexe GASP favorise la 
dégradation des récepteurs internalisés indépendamment de l'ubiquitination du récepteur ou de 
son transfert à la lumière des MVB. Ceci fournit effectivement une flexibilité supplémentaire 
dans l'itinéraire de trafic post-endocytique du DOPr, permettant au récepteur de rester dans la 
membrane endosomale limitante pendant une période de temps prolongée par rapport à l’EGFR 
[371]. Il a été également démontré que l’invalidation génique du GASP abolit la tolérance 
analgésique aux cannabinoïdes comme le WIN55,212-2 [372], ce qui tisse un lien étroit entre 




Cependant, la régulation négative lysosomale n'est pas le seul devenir post-endocytique 
du DOPr. Il varie plutôt en fonction de l'engagement du récepteur de différentes machineries de 
triage discrètes qui dictent spécifiquement le sort du récepteur suite à son internalisation. En 
effet, une fraction du DOPr internalisé recycle à la membrane plasmique, et le taux de recyclage 
du DOPr peut être assez important dans certains cas [373,363]. Généralement, le recyclage 
dépend de l’agoniste associé au récepteur et est favorisé par des périodes courtes de stimulation 
[85,374]. Les différentes conformations du récepteur stabilisées par différents ligands 
déterminent son interaction distincte avec des protéines de tirage spécifiques décidant de son 
sort vers la voie de recyclage ou bien celle de dégradation. L'association de la βarr1/2 avec les 
queues C-terminales du DOPr phosphorylées et non phosphorylées a été corrélée avec des 
itinéraires post-endocytiques distincts; les DOPrs dépourvus de ces sites de phosphorylation ont 
été préférentiellement ciblés par la βarr2 vers la voie de dégradation tandis que les récepteurs 
de type sauvage ont été partiellement recyclés vers la membrane plasmique via leur interaction 
avec les deux βarrs [316]. Ainsi, le trafic post-endocytique du DOPr peut être régulé par la 
phosphorylation catalysée par la GRK2 ainsi que les différentes isoformes de la βarr. Aussi, 
comme déjà détaillé dans la section 1.2.4.2.4, la nature de l’association au sein du complexe 
DOPr/βarr2/Gβγ a modulé la capacité de recyclage du récepteur. Les interactions distinctes avec 
la βarr constituent alors un mécanisme qui module le sort du récepteur vers la voie de recyclage 
ou ailleurs [85]. 
Les différences de triage du récepteur ont aussi été attribuées à une sensibilité spécifique 
des ligands aux enzymes de conversion de l'endothéline ECE2. Lorsque le récepteur est occupé 
par des peptides qui agissent comme des substrats de convertase comme la deltorphine II, il peut 
recycler à la membrane plasmique suite à sa libération après dégradation du ligand par cette 
peptidase favorisant sa resensibilisation. Ceci n’a pas été le cas pour le SNC-80 ou la leu-
enképhaline (qui ne sont pas des substrats de l’ECE2), ce qui soutient le rôle d’ECE2 dans la 
modulation différentielle de la signalisation des ROs occupés par différents agonistes 
peptidiques [375]. En outre, bien que les drogues administrées de manière exogène et les 
opioïdes endogènes entraînent l'endocytose du DOPr in vivo, les récepteurs s'accumulent dans 
différents compartiments cellulaires [376]. Cette toute récente découverte de l’équipe de Mark 




codé de la forme active des ROs, que le MOPr et le DOPr activés par les ligands peptidiques 
endogènes produisent de la signalisation aussi bien au niveau de la membrane plasmique qu’au 
niveau des endosomes après leur internalisation. Les drogues exogènes non peptidiques qui 
traversent la membrane plasmique produisent un schéma différent en activant de façon unique 
les ROs au niveau de l’appareil de Golgi somatique et dendritique [377]. Ainsi, le sort du DOPr 
semble être flexible et soumis à un contrôle différentiel par les ligands naturels et exogènes, à 
la fois dans les modèles de systèmes cellulaires et in vivo.  
Plusieurs éléments de preuve suggèrent que l'engagement du DOPr de plusieurs 
machineries endosomiques ait de la signification physiologique. Premièrement, la machinerie 
GASP est soumise à un contrôle par des protéines de signalisation conventionnelles telles que 
les protéines G hétérotrimériques [378]. Deuxièmement, il existe des preuves que GASP 
contrôle divers processus de signalisation non canoniques, tels que la liaison à des facteurs de 
transcription spécifiques [379] ou la régulation de l'autophagie [368]. Troisièmement, en 
conservant les récepteurs dans les membranes endosomales sans leur transfert dans la lumière 
de l'endosome, la machinerie GASP pourrait également supporter une signalisation des 
protéines G plus conventionnelle initiée au niveau de la membrane limitant les endosomes, les 
évidences de signalisation endosomale sont de plus en plus décrites pour plusieurs RCPG 
[380,381,310,382]. Ceci est aussi corroboré par la toute récente publication de l’équipe de Mark 
Von-Zastrow citée un peu plus haut [377].  
 
1.5.2.2 Voies de recyclage et propriétés moléculaires sous-jacentes   
Jusque-là, nous avons rapporté certains éléments (peu nombreux) contribuant au trafic 
post-endocytique du DOPr. On en sait beaucoup moins sur l’itinéraire précis suivi par le 
récepteur suite à son internalisation et son évolution à travers le réseau endosomal. Plusieurs 
voies de recyclage sont impliquées dans le trafic post-endocytique des RCPG. Les RCPG 
internalisés se lancent dans un itinéraire long et tortueux. Ils sont amenés avec ou sans βarr au 
niveau des endosomes. Les récepteurs de la famille A tels que le β2AR et le MOPr interagissent 
faiblement avec la βarr et recyclent rapidement à la membrane plasmique, alors que les 
récepteurs de classe B, y compris les récepteurs d'hormones peptidiques tels que le récepteur de 




présentent une liaison plus forte et plus stable avec la βarr et subissent une endocytose soutenue 
avec une faible capacité de recyclage [383]. Les endosomes ou plus correctement, le réseau 
endosomal, est un réseau tubulovésiculaire très élaboré et dynamique qui contrôle le traitement 
et le triage des protéines. Les endosomes mûrissent de l’état précoce à l’état tardif, se 
caractérisant par le recrutement et la présence de la petite GTPase Rab5 pour les endosomes 
précoces, Rab7 pour les endosomes tardifs et Rab4 ou 11 pour les endosomes de recyclage 
rapide et lent, respectivement [383]. La maturation des endosomes et le trafic du RCPG à travers 
ce réseau impliquent l'acidification de la lumière de l'endosome. Le triage spatio-temporel des 
RCPG est crucial pour déterminer la durée et l'ampleur de la signalisation endosomale ainsi que 
pour la préservation de l’homéostasie du récepteur [382]. Plusieurs destinations s’offrent au 
récepteur suite à son engagement dans le réseau endosomal: (1) la voie de recyclage rapide à 
partir des endosomes précoces (2) la voie de recyclage lent via le réseau du trans-Golgi (TGN), 
ces deux voies conduisent à la resensibilisation du récepteur au niveau de la surface cellulaire 
(3) la voie lysosomale responsable de sa dégradation, entraînant une régulation négative du 
récepteur au niveau de la membrane plasmique et une désensibilisation prolongée du récepteur 
(figure 18). Le sort du récepteur dépend de sa capacité à être reconnu par des adaptateurs 
moléculaires distincts qui les relient aux différents complexes de triage assemblés à la surface 
des endosomes [383]. Dans ce qui suit, nous allons décrire les différentes voies de recyclage 







Figure 18. Voies post-endocytiques des RCPG 
Plusieurs destinations s’offrent au récepteur suite à son internalisation : (1) la voie de recyclage rapide à partir des 
endosomes précoces (2) la voie de recyclage lent via le réseau du trans-Golgi (TGN) et (3) la voie lysosomale 
responsable de sa dégradation.  
 
1.5.2.2.1 Le recyclage rapide des récepteurs couplés aux protéines G à partir des endosomes 
précoces  
Pour ce type de recyclage, le complexe ASRT (Actine-SNX27-Rétromère-Tubules) 
apparaît parmi les régulateurs principaux [384]. C’est un complexe multiprotéique composé de 
SNX27 et de la partie du rétromère reconnaissant le cargo (voir définition du rétromère dans la 
section 1.5.2.2.2.1), qui fonctionnent en association avec l'actine via le complexe WASH (de 
l’anglais Wiskott–Aldrich syndrome protein and SCAR homolog) pour organiser l'assemblage 
des tubules sur les endosomes précoces, dans lesquels les protéines cargo sont réintégrées dans 
la membrane plasmique par des intermédiaires de recyclage [385]. Le complexe WASH active 




PX liant les lipides qui l'ancre à la surface des endosomes [387]. Il contient également un 
domaine PDZ lui permettant d'interagir avec de nombreuses protéines membranaires, y compris 
les RCPG. En même temps, le domaine PDZ sert de site de liaison au Vps26 qui, à son tour, 
stabilise et améliore les interactions SNX27-PDZ avec les protéines cargo [388]. De cette 
manière, le SNX27 fonctionne comme un «sélecteur de cargo» pour le complexe de trafic ASRT 
(figure 19). L'inhibition de SNX27 ou de la partie du rétromère reconnaissant le cargo par des 
ARN interférents a conduit à une réduction du recyclage du PTHR et/ou de sa disponibilité à la 
surface cellulaire. Paradoxalement, en dépit de la régulation négative du récepteur, l’inhibition 
de l'ASRT coïncidait avec une signalisation AMPc élevée dans endosomes des cellules HEK293 
[389] et dans les ostéoblastes [390,391]. Ensemble, ces études impliquent que le complexe 
ASRT fonctionne comme un «frein moléculaire» pour contrôler la signalisation du PTHR au 
niveau des endosomes. Ce mécanisme a aussi été établi pour le β2AR. En effet, il a été établi 
que l’ARRDC3 (protéine contenant le domaine arrestine de type 3), une protéine auxiliaire au 
complexe ASRT et un membre de la famille des arrestines visuelles et des protéines apparentées 
à Vps26, prolonge l'occupation endosomale et la signalisation AMPc du β2AR [392]. Bien que 
plus de travaux soient nécessaires pour apprécier l'ensemble des protéines qui peuvent se croiser 
avec le réseau ASRT, il semble qu’en plus de sa fonction canonique pour diriger les récepteurs 
dans les tubules de recyclage, le complexe ASRT est capable d’intégrer la terminaison de la 
signalisation des RCPG au niveau des endosomes avec le triage post-endocytique.  
Le recyclage rapide vers la membrane plasmique peut également se faire de façon 
indépendante du complexe ASRT. Cette hypothèse est basée sur l'observation que les récepteurs 
mutés au niveau de leur motif de liaison PDZ recyclent à la même vitesse que le récepteur naïf 
[383]. Cette voie fonctionne par un ou plusieurs mécanismes distincts. Une possibilité est que 
le SNX27 est remplacé par d’autres protéines adaptatrices du PDZ. Aussi, les GTPases de la 
famille Rab4 sont présentes sur la membrane des endosomes précoces où elles assurent le 
recyclage rapide dépendant ou indépendant de l’ASRT (figure 19). Le Rab4 assure le recyclage 
rapide de plusieurs RCPG des endosomes précoces vers la membrane plasmique, y compris le 
GPR40 [393], le récepteur de bradykinine de type II [394], le récepteur de l’ADP P2Y12 [395], 
le récepteur dopaminergique D2 [396], le β2AR [397], le MOPr [398] et les récepteurs de 






Figure 19. Recyclage à partir des endosomes précoces 
Lors de l'activation induite par le ligand, les RCPG sont internalisés dans les endosomes précoces pour le triage. À 
ce niveau, les RCPG contenant des motifs de liaison PDZ C-terminaux sont reconnus par des protéines adaptatrices 
contenant le domaine PDZ telles que SNX27, qui travaille en conjonction avec le rétromère et le complexe WASH 
(voir l’inset à gauche). Après le tri, les récepteurs sont emballés dans des tubules de recyclage qui émanent et 
bourgeonnent à partir des membranes des endosomes précoces. Ces intermédiaires de recyclage transportent les 
RCPG vers la membrane plasmique, ce qui conduit à une resensibilisation au niveau de la surface cellulaire. Le 
recyclage des RCPG à la membrane plasmique à partir des endsosomes précoces peut se faire via trois itinéraires 
de trafic différents : recyclage des endosomes précoces vers la membrane plasmique via le complexe ASRT, 
recyclage vers la membrane indépendamment du complexe ASRT avec intervention de la GTPase Rab4 ou 
transport rétrograde des endosomes vers le TGN puis vers la membrane plasmique en faisant intervenir le rétromère 
(voir l’inset à droite) ainsi que le Rab7 et le SNX3 dans certains cas.  
 
1.5.2.2.2 Recyclage via le réseau trans-Golgi 
Il a été établi que le récepteur de type 2A de la somatostatine et le récepteur de 
chimiokine CCR5 progressent vers le TGN à partir des endosomes précoces [400] pour ensuite 




recyclage de certains RCPG internalisés. Dans ce qui suit, nous allons décrire les différentes 
étapes menant au recyclage membranaire à travers le TGN à savoir le transport rétrograde (il 
sera décrit brièvement, n’étant pas un des objectifs de l’étude), la fusion des vésicules avec le 
TGN et la biogenèse des transporteurs.  
 
1.5.2.2.2.1 Transport rétrograde 
Le trafic rétrograde par lequel les protéines membranaires sont triées et transportées des 
endosomes au TGN est régulé principalement par le rétromère. Chez l’humain, le rétromère est 
un complexe protéique pentamérique composé d’un sous-complexe formé de deux SNX (de 
l’anglais Sorting Nexin) : (SNX1 et SNX2 ou SNX5 et SNX6) et d’une sous unité trimérique 
VPS (de l’anglais Vacuolar Protein Sorting) : (Vps26/Vps29/Vps35) (figure 19) [401]. Bien que 
le dimère SNX soit requis pour le recrutement du rétromère à la membrane endosomale et sa 
remodulation pour la formation de tubules et de vésicules, la fonction de liaison aux protéines 
cargo est attribuée au trimère Vps26/Vps29/Vps35 par la liaison de la sous-unité Vps35 à 
diverses protéines incluant le M6PR (récepteur du mannose-6-phosphate), le wntless (récepteur 
du WNT) et la sortiline [402]. Le SNX3 peut également jouer un rôle dans le transport rétrograde 
du Wntless et avec Rab7, participe au recrutement du rétromère [403] (figure 19). 
 
1.5.2.2.2.2 Fusion des vésicules avec le réseau trans-Golgi 
Elle est principalement médiée par au moins deux types de molécules de liaison: les 
golgines et le complexe d'attache GARP (Golgi-Associated Retrograde Protein) [404]. 
Différentes golgines régulent la fusion de différents types de vésicules. Par exemple, la golgine 
GCC88 est requise pour la récupération du TGN38 et le GCC185 est nécessaire pour le transport 
rétrograde de la toxine Shiga. De plus, la structure spiralée des golgines leur permet de se lier 
avec de nombreuses GTPases Rab; GCC88 a montré des interactions avec Rab6, Rab19 et 
Rab30 au Golgi, et GCC185 avec Rab15 sur les endosomes précoces et Rab9 sur les endosomes 
tardifs [404]. Cette capacité suggère que les golgines peuvent servir non seulement comme 
protéines d’attache, mais aussi comme plate-forme pour le recrutement de plusieurs effecteurs 
impliqués dans le trafic rétrograde en aval. Le complexe GARP est composé de quatre sous-




du complexe SNARE. Le recrutement de GARP au TGN fait intervenir le Rab6. Il n’est pas 
clair si les golgines et GARP travaillent séparément ou ils coopèrent d'une manière ou d'une 
autre dans le processus de fusion rétrograde. Néanmoins, les deux rattachent les vésicules au 
TGN, ce qui amène le complexe SNARE vésiculaire au voisinage du complexe SNARE de la 
membrane du TGN. Les interactions entre les complexes SNARE amarrent les deux membranes 
conduisant à la fusion des deux compartiments [404].  
 
1.5.2.2.2.3 Biogenèse des transporteurs au niveau du réseau trans-Golgi 
Une fois au niveau du Golgi, les stades séquentiels de la biogenèse des transporteurs 
incluent le tri et la ségrégation du cargo dans les domaines d'exportation tubulaires, l'extrusion 
de ces domaines le long des microtubules à l’aide de moteurs moléculaires et la fission tubulaire 
pour la génération de vésicules qui seront alors acheminées en dehors du TGN. Chacune de ces 
étapes implique une machinerie à plusieurs composantes, dont seulement certaines ont été 
identifiées à ce jour [405]. Nous allons détailler ces différents stades de biogenèse des 
transporteurs en précisant les acteurs les mieux connus de chaque étape.  
1.5.2.2.2.3.1 Tri et ségrégation du cargo 
Les petites GTPases de la famille du facteur de ribosylation de l’ADP (ARF) sont des 
régulateurs principaux de la structure et de la fonction du complexe de Golgi et elles sont 
impliquées dans plusieurs voies de sortie du TGN. Une fois activé par des facteurs d'échange 
nucléotidiques spécifiques, ARF1 favorise le recrutement de complexes protéiques cytosoliques 
capables de reconnaître les motifs de triage du cargo et de fixer la clathrine, fonctionnant ainsi 
comme un adaptateur entre le cargo et la clathrine [406]. Il a récemment été montré que la 
clathrine était impliquée dans le transport entre le TGN et la membrane plasmique [407]. De 
nombreux adaptateurs d’ARF sont présents au TGN. On peut en citer la PLD, les protéines 
adaptatrices AP1-4 intervenant dans le triage du cargo et les protéines GGA (de l’anglais Golgi-
localized, gamma adaptin ear-containing, ARF-binding protein family) qui ciblent les protéines 
vers le TGN et permettent leur dissociation de certaines membranes et leur interaction avec le 
ARF activé [408]. De ce fait, ARF est responsable du tri et de la ségrégation physique du cargo 
dans les différents domaines du TGN, la première étape qui favorise l’évolution du cargo au 




1.5.2.2.2.3.2 Extrusion le long des microtubules 
L’ARF activé recrute et active aussi l’actine [409]. L’actine fait partie du complexe 
dynamine/actine/cortactine, toutes recrutées par l’ARF activé. Ce complexe assure un rôle clé 
dans la fission des vésicules tout au long de leur progression au sein du TGN. La petite GTPase 
CDC42A est une régulatrice de la polymérisation de l'actine qui se lie au complexe de Golgi 
lors de l’activation d’ARF. Dans le complexe de Golgi, la CDC42A régule la dynamique d'un 
groupe local de courts filaments d’actine et à travers cet effet contrôle la polarisation des 
marqueurs du trafic, en plus du transport vers les membranes basolatérales et apicales dans les 
cellules épithéliales. Dans ces cellules, le trafic du M6PR du TGN vers les endosomes tardifs 
repose sur HIP1R, une protéine qui interagit avec la cortactine et assure l’interface entre la 
clathrine et la machinerie de polymérisation de l'actine [410]. Pour supporter encore plus ce rôle 
de la dynamique de l'actine au niveau du TGN, les agents qui dépolymérisent l'actine inhibent 
le transport basolatéral et apical à partir du TGN [411], comme le fait la cytochalasine D [412]. 
La kinase LIMK1 liée à CDC42 réside dans le Golgi des neurones et régule la polymérisation 
d'un groupe local d'actine grâce à l'interaction avec la cofiline. Cette machinerie assure alors le 
trafic de plusieurs protéines, particulièrement au niveau des neurones [413]. On peut alors bien 
noter les différences et similitudes des mécanismes de trafic à travers le TGN selon le type de 
cellules étudiées (cellules épithéliales versus neurones), à prendre donc en considération lors 
des études mécanistiques. La kinase LIMK1 a été impliquée dans le transport du DOPr du TGN 
vers la membrane comme mentionné dans la section 1.1.4.2. Ce transport du DOPr implique 
également le recrutement de ROCK, une sérine/thréonine kinase qui assure la phosphorylation 
de LIMK résultant en son activation [414]. Les agonistes des DOPrs activent la cofiline à travers 
le ROCK, le LIMK et la βarr1 pour réguler la polymérisation de l'actine. Ceci contrôle la 
fonction du récepteur, telle qu'évaluée par l'inhibition des canaux calciques voltage-dépendants 
induite par l'agoniste du DOPr dans les neurones des DRG. Les agonistes des NOPr influencent 
de manière similaire la fonction de ce récepteur à travers la machinerie ROCK/LIMK/β-arr1. 
L’importance fonctionnelle de cette cascade a été démontrée in vivo où les effets fonctionnels 
des agonistes du DOPr ou NOPr ont été améliorés en absence de βarr1 ou réduits en inhibant 
ROCK [63]. Détaillons plus cette observation pour le DOPr. 
Dans les conditions normales, la liaison de l'agoniste sur le DOPr engendre l’activation 




l'une des phosphatases de cofiline SSL [415], une activation accrue, mais locale de la cofiline 
se produit. Cela se traduit par une séparation contrôlée des filaments d’actine pour réguler la 
stabilité d'un sous-ensemble de filaments dans le TGN. Ceci contrôle le taux de DOPrs exportés 
du Golgi vers la membrane cellulaire pour permettre une réponse limitée à un agoniste tel que 
le SNC-80 (figure 20). En l'absence de βarr1, le SNC-80 active de manière similaire le LIMK 
par la voie ROCK, mais sans le contrôle régulateur de βarr1, la cofiline n'est pas déphosphorylée 
et activée par SNC-80 [416]. Cela augmente la stabilité de l’actine et entraîne une exportation 
accrue des DOPrs vers la membrane plasmique, augmentant leur fonction (figure 20). Cette voie 
peut être bloquée en inhibant ROCK. En prévenant l'activation de cette voie induite par 
l'agoniste, l’activation d'un sous-ensemble de filaments d'actine dans le Golgi ne se produit pas 
et les récepteurs supplémentaires ne sont pas libérés vers la membrane cellulaire. Sans cette 






Figure 20. Régulation de la fonction du DOPr 
A. βarr1+/+: Dans les neurones contenant la βarr1, l'agoniste SNC-80 se lie au DOPr et active ROCK. Comme 
βarr1 est associée à LIMK et à l'une des phosphatases, éventuellement SSL dans le TGN, elle active la cofiline 
pour augmenter la dépolymérisation des filaments d'actine et réguler la libération du DOPr vers la membrane. B. 
βarr1-/-. Sans le contrôle inhibiteur de βarr1, LIMK phosphoryle et inactive la cofiline. Cela laisse les polymères 
d'actine stables en place pour permettre la libération du DOPr non régulée, mais agoniste-dépendante à la membrane 
plasmique. C. Y27632. L’inhibition de la phosphorylation de LIMK par ROCK (en appliquant son inhibiteur 
Y27632) empêche l'activation de cette voie par le DOPr et sa libération induite par l'agoniste à la membrane 




1.5.2.2.2.3.3 Fission tubulaire 
En plus de l’actine, l’ARF1 activé recrute la protéine kinase D (PKD), qui est une 
sérine/thréonine kinase nécessaire pour la biogenèse des transporteurs assurant le trafic entre le 
TGN et la surface cellulaire [417,418]. Ici, nous décrirons surtout la suite séquentielle 
d’évènements résultant en la fission tubulaire médiée par la PKD, car c’est l’un des mécanismes 
qui a été le plus étudié. Parmi les transporteurs dont la biogenèse est dépendante de la PKD, on 
peut citer la myosine II, Rab6a, Rab8a et la synaptotagmine II [419]. La PKD se lie au DAG du 
TGN et favorise la production du phosphatidylinositol-4-phosphate (PI4P) en activant la 
phophatidylinositol-4-kinase IIIß. Le PI4P recrute des protéines telles que la protéine de liaison 
à l'oxystérol de type I (OSBP) et la protéine de transport de céramide (CERT) qui contrôlent les 
niveaux de sphingolipide et de stérol au TGN. Le transport de céramide par le CERT vers le 
TGN augmente la production locale et la concentration en DAG. Une fois la concentration 
cruciale de DAG atteinte, l'OSBP et le CERT se dissocient du TGN suite à leur phosphorylation 
par la PKD et le DAG est séquentiellement converti en acide phosphatidique (PA) et lyso-
phosphatidique (LPA) suite à l’action de PLD et PLA2, respectivement. Par conséquent, l'effet 
de la PKD activée au niveau du TGN est la production séquentielle des lipides modifiés DAG, 
PA et LPA qui sont nécessaires à la fission membranaire pour générer des transporteurs 
spécifiques assurant le trafic du cargo vers la surface cellulaire [420]. En d'autres termes, le 
recrutement de PKD au TGN initie les événements qui créent et régulent la croissance des 
domaines d'exportation au TGN. Le PI4P, le DAG et le PA jouent des rôles clés dans les 
événements par lesquels le domaine d'exportation contenant la PKD est séparé du TGN, 
générant ainsi un transporteur de cargo.  
 
1.5.2.2.3 Autres partenaires et mécanismes de recyclage 
Dans ce qui suit, nous présenterons d’autres partenaires de recyclage et processus 
physiologiques qui sont importants pour la compréhension de l’évolution du cargo (RCPG ou 
autres) au sein du réseau endosomal.  
1.5.2.2.3.1  Les GTPases de la famille Rab 
1.5.2.2.3.1.1 Généralités 




GTPases et il y a 66 gènes Rab dans le génome humain. Ils oscillent entre les états liés au GDP 
et au GTP, qui sont facilités par les facteurs d'échange du nucléotide guanine (GEF) et les 
protéines activatrices de la GTPase (GAP), et fonctionnent comme des commutateurs 
moléculaires dans la régulation du trafic intracellulaire dans toutes les cellules eucaryotes. 
Chaque protéine Rab cible un organite distinct et spécifie une étape de transport le long des 
voies exocytaires, endocytaires et de recyclage ainsi que la diaphonie entre ces voies. Ce ciblage 
membranaire nécessite une isoprénylation post-traductionnelle des deux résidus Cystéine au 
niveau ou près de l'extrémité C-terminale de chaque Rab ainsi que le facteur GEF au niveau de 
la membrane cible [421]. En outre, le facteur de déplacement du GDP (GDF) facilite leur ciblage 
vers les endosomes. Lors de l'association avec la membrane, le GEF catalyse l'échange de 
nucléotides et le Rab activé lié au GTP interagit alors avec les effecteurs et s’emballe dans des 
vésicules de transport pour médier la formation et le mouvement des vésicules et leur fusion 
avec le compartiment cible. Le cycle fonctionnel du Rab est complété par hydrolyse du GTP 
catalysée par les GAP et le recyclage vers le compartiment initial par l'inhibiteur de la 
dissociation du GDP. Les GEF et les GAP sont recrutés sur des organites distincts selon la 
composition en protéines et lipides caractéristique de chaque organite pour faciliter 
l’établissement des domaines fonctionnels du Rab sur la membrane.  
Le grand nombre de protéines Rabs reflète la complexité du système de transport 
intracellulaire essentiel pour la localisation et la fonction des protéines membranaires et 
sécrétoires telles que les hormones, les facteurs de croissance et les récepteurs. Ainsi, les 
protéines Rabs sont apparues comme des régulateurs importants de la transduction du signal, la 
croissance cellulaire et la différenciation. L'altération de l'expression et/ou de l'activité Rab a 
été impliquée dans plusieurs maladies allant des troubles neurologiques et métaboliques 
jusqu’au cancer [421].  
 
1.5.2.2.3.1.2 Maturation endosomale 
Des travaux antérieurs ont distingué des domaines membranaires distincts pour la liaison 
de Rab5, Rab4 et Rab11 au niveau des endosomes précoces [178] et, dans un arrangement 
similaire, les domaines Rab7 et Rab9 dans les endosomes tardifs [422]. Bien que la ségrégation 




et un transfert séquentiel des molécules à travers un continuum membranaire divisé en domaines 
marqués par des Rabs appropriés jusqu'à ce qu'elles soient physiquement séparées par fission, 
il demeure un sujet de débat comment l’envoi vers les endosomes tardifs se déroule. Se produit-
il par des intermédiaires assurant le transport du cargo entre les endosomes? Ou bien, cela peut-
il se produire par une maturation de l'endosome par conversion de Rab5 en Rab7? L’étude 
menée par l’équipe de Rink et al concilie les deux modèles concurrents [423]. La taille des 
vésicules, la concentration du cargo et l'emplacement des organites dans la cellule (périnucléaire 
ou périphérique) peuvent dicter cette maturation endosomale. Une étude antérieure a également 
suggéré que le pH de l'endosome dans la lumière pourrait y jouer un rôle [424]. On pourrait 
également envisager que l'interaction du Rab5 avec Rab4 et Rab11 via des effecteurs sur la 
même membrane pourrait continuer à envoyer des signaux inhibiteurs indiquant que l’endosome 
n’est pas prêt à passer au stade Rab7 [425]. De plus, les endosomes subissent un remodelage 
membranaire compliqué avec la formation de vésicules intraluminales (VI) et d’invaginations 
qui séquestrent les constituants membranaires lors de la génération des corps multivésiculaires 
riches en VI [426]. Peut-être que de tels changements déterminent que l’endosome serait prêt à 
recevoir Rab7 et à éliminer de manière synchrone tous ses Rab5. Dans ce contexte, le complexe 
Sand1/Mon1-Ccz1 est un GEF pour Rab7, mais un effecteur en amont du Rab5. En tant que tel, 
il est recruté par Rab5-GTP à la membrane endosomale pour l'activation du Rab7. Avec le 
déplacement de Rabex5 (un domaine Vps9 contenant le GEF de Rab5) de la membrane, Rab5-
GTP subit une hydrolyse du GTP et se convertit en Rab5-GDP qui est retiré de la membrane par 
le GDI (inhibiteur de la dissociation des nucléotides guanosine), conduisant à la conversion des 
endosomes précoces marqués par Rab5 aux endosomes tardifs marqués par Rab7. Ce processus 
nécessite le recrutement par Rab5 d'un facteur d'échange nucléotidique (hVPS39/Vam6) 
contenu dans le complexe VPS/HOPS interagissant avec Rab7 (HOPS de l’anglais homotypic 
fusion and vacuole protein sorting). Dans le réseau endosomal tardif, il existe une cascade Rab9-
BLOC3-Rab32/Rab38 où Rab9-GTP recrute BLOC3 à la membrane pour fonctionner comme 
un GEF pour l’activation de Rab32/Rab38, des GTPases qui coopèrent avec la machinerie 






1.5.2.2.3.1.3 Organisation fonctionnelle des GTPases de la famille Rab 
Contrairement aux GEF recrutés par les Rabs en amont, les GAP peuvent être recrutés 
par un Rab en aval pour inhiber leur activité. La combinaison de GEF et de GAP recrutés dans 
un tel mode par les Rabs en amont et en aval peut affiner efficacement la fonction des Rabs et 
faciliter la transition des compartiments précoces vers les tardifs pendant le transport 
intracellulaire. Les Rabs peuvent interagir avec les domaines cytoplasmiques des récepteurs 
membranaires pour faciliter leur transport dans des vésicules. Pour les besoins de cette thèse, 
nous nous intéresserons particulièrement aux Rabs qui font progresser le cargo à travers les 
compartiments endosomaux.  
Le Rab7 assure le transport de RGS4 des endosomes tardifs vers le TGN [427]. Dans ce 
contexte, le RGS4 interagit directement avec la queue C-terminale du DOPr afin de moduler sa 
signalisation [428]. Le Rab7 assure le recrutement du rétromère vers les endosomes pour 
transporter le M6PR vers le TGN [429]. Il constitue alors un élément essentiel pour le transport 
rétrograde des endosomes précoces vers le TGN. Il faut cependant noter que le Rab7 a aussi été 
impliqué dans le transport du cargo des endosomes précoces vers les endosomes tardifs et des 
endosomes tardifs vers les lysosomes (figure 21). En effet, la surexpression de Rab7 facilite le 
transport du récepteur de l’angiotensine II vers les lysosomes et sa dégradation subséquente 
[430]. Ceci a été également démontré pour le récepteur à chimiokines CXCR2 [431]. Le Rab7 
assure en plus la liaison des vésicules de transport  aux compartiments cibles via le recrutement 
de l’effecteur HOPS qui interagit avec les protéines du complexe SNARE (SNAP (Soluble NSF 
Attachment Protein) REceptor) pour assurer la fusion membranaire. 
Le Rab9 facilite le recrutement du cargo dans les vésicules de transport dérivées des 
endosomes tardifs vers le TGN [432-434] (figure 21). Cependant, on en sait peu sur le 
mécanisme et les répercussions fonctionnelles de l'interaction entre le Rab9 et les RCPG. À 
notre connaissance, une seule étude a montré une implication du Rab9 dans la régulation de la 
fonction d’un RCPG. En effet, il a été établi que le récepteur α1-adrénergique interagit avec le 
Rab9 [435] pour moduler son transfert vers les endosomes tardifs à partir des endosomes 
précoces et participer à sa désensibilisation [436]. Une autre étude a montré que le récepteur 
LGR5 (de l’anglais Leucine-Rich G protein-coupled receptor-5) progresse vers les 
compartiments marqués par Rab7 et Rab9 suite à son internalisation [437]. En dehors des RCPG, 




l’anglais tail-interacting protein of 47kD) [438]. Le M6PR achemine les hydrolases lysosomales 
du TGN aux endosomes tardifs puis retourne au TGN à l’aide du complexe Rab9/TIP47. Le 
TIP47 reconnaît les domaines cytoplasmiques des M6PR et les conditionne dans des vésicules 
de transport naissantes [438]. Cet effecteur de Rab9 est indispensable pour son acheminement 
vers le TGN à partir des endosomes tardifs [439]. Le TIP47 se lie directement au Rab9, ce qui 
améliore aussi l'affinité du TIP47 pour le domaine cytoplasmique du M6PR [440].  
Le Rab11 régule le transit du cargo des endosomes précoces au TGN [441] et du TGN 
vers la membrane plasmique [442] (figure 21). Il a été trouvé en association avec les membranes 
du TGN, les vésicules post-Golgi et les endosomes de recyclage lent. Il régule le trafic de 
plusieurs RCPG, y compris le β1AR, les récepteurs du thromboxane A2, le récepteur sensible 
au calcium, le récepteur de bradykinine B2, le récepteur aux cannabinoïdes de type 2 (CB2), le 
récepteur à chimiokines CXCR2 et le récepteur de la transferrine [436,443,444]. Outre le 
transport vésiculaire, le Rab11 est également connu pour interagir avec l'actine et les protéines 
des microtubules telles que les myosines, les kinésines et les dynéines pour faciliter le 






Figure 21. Organisation fonctionnelle des Rabs  
Le Rab4 assure le recyclage rapide des récepteurs à partir des endosomes précoces vers la membrane plasmique. 
Le Rab7 facilite le transport du cargo des endosomes précoces vers les endosomes tardifs et le TGN et des 
endosomes tardifs vers les lysosomes et le TGN. Le Rab9 récupère le cargo des endosomes tardifs vers le TGN et 
le Rab11 régule le transit du cargo des endosomes précoces au TGN et du TGN vers la membrane plasmique en 
passant par les endosomes de recyclage lent. 
 
1.5.2.2.3.2 Formation des vésicules intraluminales et processus de rétrofusion 
Si on s’intéresse aux VI c’est par ce qu’il a été démontré à plusieurs reprises que le DOPr 
se dirige vers les endosomes tardifs suite à son internalisation [445,367,370]. Aussi, par 
microscopie électronique, le DOPr a été visualisé en association avec les membranes des VI des 
corps multivésiculaires [366]. Nous avons mentionné dans la section 1.5.2.2.3.1.2 que la 
formation des VI constitue un signal pour que l’endosome passe d’un stade précoce à un stade 




endosomes précoces pour former ultérieurement les endosomes tardifs [403]. Le mécanisme 
conduisant la déformation des endosomes précoces en une grande structure sphérique et sa 
désorientation de la voie de recyclage et de transport rétrograde reste mal compris. Cependant, 
il semble que les patchs d'actine nucléés sur les endosomes précoces conduisent ce remodelage 
via la protéine de liaison aux lipides ANXA2 dans un processus qui dépend aussi des protéines 
liant l'actine et du complexe HOPS [403]. Le tri des récepteurs ubiquitinés dans les VI est initié 
par le phosphatidylinositol-3-phosphate (PIP), un phosphoinoside généré par la 
phosphatidylinositol-3-kinase Vps34, qui est elle-même un effecteur de la GTPase Rab5 [446]. 
Aussi, la machinerie ESCRT est composée de cinq complexes majeurs, y compris les complexes 
ESCRT-0, -I, -II, -III et Vps4 agissant de façon séquentielle et chaque complexe joue un rôle 
distinct dans la formation et le désassemblage des VI [447]. La sous-unité HRS (de l’anglais 
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate) du complexe ESCRT-0 est 
recrutée vers les endosomes précoces par l'intermédiaire de son domaine de liaison au PIP et se 
lie à son tour aux récepteurs ubiquitinés. Après son association avec l'endosome, ESCRT-0 
recrute ESCRT-I qui est impliqué dans le tri du cargo en raison de son affinité de liaison à 
l’ubiquitine. Ensemble, ESCRT-0 et ESCRT-I servent d'échafaudage initial pour l'assemblage 
ultérieur des autres sous-unités ESCRT. En effet, ESCRT-I se lie à ESCRT-0 et recrute ESCRT-
II, agissant ainsi comme un pont entre ESCRT-0 et ESCRT-II. L'invagination de la membrane 
des VI est obtenue grâce à l’activité synergique de ESCRT-0, -I et -II avec d'autres protéines 
régulatrices impliquées dans la liaison à la membrane et le tri du cargo. À ce stade, les molécules 
ubiquitinées commencent à subir la deubiquitination et sont ensuite emballées dans les VI. 
ESCRT-III est recruté grâce à l’action d’ESCRT-II et contribue au bourgeonnement des VI et 
éventuellement à la fission de ces dernières de la membrane endosomale. Le complexe VPS4 





Figure 22. Formation de vésicules intraluminales et triage du cargo dans ces vésicules 
Les endosomes tardifs contiennent plusieurs vésicules intraluminales dans leur lumière. Le diagramme représente 
le chargement du cargo et la formation d'une vésicule intraluminale contrôlés par la présence de la machinerie 
ESCRT fonctionnelle au niveau de l'endosome. Le recrutement par étapes des sous-unités d’ESCRT est aligné avec 
le changement de la morphologie membranaire ainsi que les caractéristiques clés se produisant à chaque étape. 
Figure modifiée de [404]. 
 
Les membranes des endosomes tardifs contiennent des quantités élevées de l'acide 
phospholipidique non conventionnel lysobisphosphatidique (LBPA). Le LBPA possède la 
capacité intrinsèque de déformer les membranes et de participer à la formation des VI. Il 
interagit directement avec la protéine associée à l’ESCRT: ALIX (de l’anglais ALG-2-




processus, d'autres adaptateurs, y compris ALIX, peuvent recruter des protéines de cargo dans 
les VI. ALIX est composé d'un domaine N-terminal responsable de sa localisation endosomale 
et d'un domaine central qui est composé de deux faisceaux prolongés de trois hélices formant 
des bras allongés qui se rabattent en forme de «V». Ce domaine C-terminal interagit avec la 
majorité des protéines liant ALIX aux différents processus cellulaires. Les parties N et C-
terminales sont reliées par un domaine formé de deux bobines enroulées. Puisque ALIX peut 
lier les bicouches contenant le LBPA [448], la protéine peut fonctionner comme un capteur et 
un régulateur de la courbure membranaire. Des études antérieures in vivo ont montré que les 
membranes contenant du LBPA et ALIX jouent un rôle dans le tri des protéines et des lipides 
et leur exportation des membranes intraluminales de l'endosome tardif vers d'autres destinations 
cellulaires comme la membrane plasmique, le TGN ou les exosomes, ailleurs que les lysosomes 
[449]. En particulier, les membranes contenant du LBPA régulent l'exportation du cholestérol 
vers la membrane plasmique à partir des endosomes tardifs. D’autre part, l’interférence avec les 
fonctions du LBPA et d’ALIX inhibe la libération du facteur létal de l'anthrax et des capsides 
du virus de la stomatite vésiculaire dans le cytoplasme [447]. Une question pertinente se pose : 
comment LBPA et ALIX, reconnus pour assurer la formation des VI et le recrutement du cargo 
vers ces vésicules, assurent aussi le transport dans le sens inverse; c’est-à-dire des VI vers une 
autre destination cellulaire différente des lysosomes. Il a été établi que ce transport se base sur 
le processus de rétrofusion, c’est-à-dire que les VI vont se diriger vers la membrane limitante 
des endosomes tardifs avec laquelle ils vont fusionner et libérer le cargo hors de ces endosomes. 
LBPA et ALIX assurent alors à la fois les mécanismes de fission et de rétrofusion des VI (figure 
23) [450,447,451]. Ce processus pourrait bien être couplé à la machinerie HRS/ESCRT 
responsable du tri vers les endosomes multivésiculaires, puisque la rétrofusion des vésicules 
avec la membrane limitante dépend de la sous-unité ESCRT-I: Tsg101 [451]. Pour le triage du 
cargo dans les VI et sa dégradation subséquente, ALIX interagit avec SNX3 et les composantes 
du complexe ESCRT (y compris le HRS et l’ESCRT-II). Pour la rétrofusion, ALIX interagit 
avec le LBPA permettant le recyclage du cargo et son envoi hors de la voie de dégradation 
(figure 24). Alix fonctionne alors comme un régulateur de la courbure membranaire à l'interface 
entre la voie ESCRT et la dynamique membranaire dépendante du LBPA.  




récepteur activé par la protéase PAR1 (récepteur activé par la protéase de type 1) en se liant au 
motif YPX3L via son domaine V central pour assurer la dégradation lysosomale du récepteur 
de façon indépendante de l’ubiquitine [452]. ALIX régule également le tri lysosomal 
indépendant de l'ubiquitine du récepteur purinergique P2Y1 via le motif YPX3L [453]. Ces 
résultats confirment la fonction du motif YPX3L en tant que séquence de ciblage lysosomal 
pour les RCPG et démontrent qu'ALIX intervient dans la dégradation indépendante de 
l'ubiquitine de certains RCPG. Les endosomes tardifs représentent donc une autre station de 
triage dans le système endosomique. Les VI et leur cargo, peuvent être emballés dans les 
lysosomes pour être dégradés, mais le cargo peut également être acheminé vers d’autres 






Figure 23. Le double rôle d'Alix dans la formation des vésicules intraluminales.  
La protéine cytosolique Alix peut interagir avec la machinerie ESCRT et peut donc réguler la formation des 
vésicules intraluminales dépendante d’ESCRT (a). Le phosphatidyl-inositol-3-Phosphate (PIP3) contrôle cette voie 
via des interactions avec des composants clés, notamment Hrs, SNX3 et ESCRT-II, et est présent à la fois dans la 
membrane limitante endosomale et dans les membranes intraluminales. Alix peut également contrôler la formation 
des vésicules intraluminales dans les endosomes tardifs, peut-être en tant que régulateur négatif, par son interaction 





1.6 Tolérance à l’analgésie 
Les différentes propriétés de signalisation et de trafic des ROs influencent de façon 
considérable la survenue de la tolérance à l’analgésie. Dans les sections suivantes, nous 
définirons la tolérance analgésique et montrerons les liens qui existent entre certaines propriétés 
de régulation des ROs et cette tolérance. 
 
1.6.1 Définition 
La tolérance est définie comme une réduction de l'effet après une administration répétée 
du médicament qui entraîne une perte de la puissance de la drogue visualisée par un déplacement 
pharmacologique de la courbe dose-réponse vers la droite (Figure 24) [454]. Le développement 
et la magnitude de la tolérance dépendent de l’interaction de la drogue avec les récepteurs, la 
dose et la fréquence d'administration. La tolérance n'est pas toujours remarquable, et de 
nombreux médecins affirment que la tolérance analgésique peut simplement être surmontée en 
augmentant la dose thérapeutique d'opioïde pour maintenir l’effet attendu ou en mettant en 
œuvre la rotation des opioïdes. Cependant, cela n'est pas toujours possible parce que d'autres 
effets, tels que la constipation, peuvent limiter l'observance du patient. La réduction de la 
motilité intestinale subit une tolérance minimale par rapport aux autres effets secondaires tels 
que la sédation et la nausée. En effet, les βarrs permettent la persistance des effets 
gastrointestinaux au fil du temps donc s’opposent à la tolérance [455]. Cette action permissive 
est médiée par l'activation d’ERK et la transcription du CREB, et l'inhibition de cette cascade 
prévient la constipation due à un traitement chronique à la morphine [456]. En dehors de la 
persistance des effets secondaires gastrointestinaux, la prise en charge des patients tolérants aux 
opioïdes lors d'épisodes de soin aigu représente également un grand défi auprès des fournisseurs 
de soins de santé parce que ces patients nécessitent une durée d'hospitalisation plus longue et un 
taux plus élevé de réadmission après 30 jours, en tenant compte du risque de mortalité et de 
comorbidité [457]. Aussi, l'augmentation de la dose d'opioïdes peut précipiter ou exacerber 
l’hyperalgésie induite par les opioïdes définie par l’augmentation de la sensibilité à la douleur 
suite à la prise prolongée des opiacés. Cette hyperalgésie contribue à son tour à la diminution 
de l’effet analgésique et peut être mal diagnostiquée comme une douleur induite par la 




indésirables les plus redoutables liés à l’utilisation prolongée des opioïdes vu son impact sur 
l’index thérapeutique, l’observance du traitement et le développement de la dépendance 
physique et psychologique. 
 
Figure 24 : Déplacement de la courbe dose-réponse vers la droite en cas de tolérance 
analgésique. 
 
1.6.2 Mécanismes sous-jacents 
La tolérance peut être d’origine pharmacocinétique ou pharmacodynamique. La 
tolérance pharmacocinétique a lieu par exemple par augmentation du métabolisme de la drogue, 
appelée aussi tolérance métabolique. La tolérance pharmacodynamique représente l’ensemble 
des adaptations mises en œuvre contre le mécanisme d’action de la drogue afin de contrecarrer 
une réponse cellulaire excessive. Ces adaptations ont lieu à différents niveaux d’organisation 
cellulaire et peuvent aller des adaptations moléculaires au niveau du récepteur jusqu’à la 
modification des circuits et réseaux neuronaux en passant par l’ensemble des changements qui 
se produisent au niveau cellulaire. Pour les besoins de cette thèse, nous allons nous concentrer 
sur les aspects pharmacodynamiques moléculaires reliés au développement de la tolérance 
analgésique.  
 
1.6.2.1  Mécanismes moléculaires de la tolérance à l’analgésie 
Un des mécanismes moléculaires de la tolérance le plus connu et le plus étudié est la 




endogènes et aux drogues. Comme déjà expliquée au premier chapitre, la désensibilisation du 
récepteur peut survenir suite à sa phosphorylation par différentes kinases, son découplage 
fonctionnel de la protéine G, son internalisation et finalement son triage post-endocytique 
favorisant sa dégradation. Plusieurs preuves de la littérature démontrent un lien étroit entre les 
différents mécanismes de la désensibilisation et la survenue de tolérance analgésique [458-460], 
d’autant plus que les différents agonistes ayant différents profils de tolérance analgésique 
impliquent des mécanismes distincts de désensibilisation des ROs. Pour n’en citer qu’un seul 
exemple, on avait noté une diminution de la tolérance analgésique au fentanyl, mais pas à la 
morphine (deux agonistes du MOPr utilisés en clinique) chez les souris qui n’expriment pas la 
GRK3 (kinase qui phosphoryle les ROs engendrant leur désensibilisation) [460]. Nous allons 
surtout détailler le rôle de l’internalisation dans la survenue de la tolérance vu qu’il a été 
controversé si cette étape de la désensibilisation affecte positivement ou négativement la 
tolérance, et vu que la βarr est la protéine clé de l’endocytose, commençons alors par définir son 
implication dans la survenue de tolérance. 
 
1.6.2.1.1 Le rôle complexe de la β-arrestine dans la tolérance 
Suite à l’observation que les souris dépourvues de βarr2 présentent une tolérance 
atténuée à la morphine [458], une pléthore d'études démontrant l'implication des arrestines dans 
la désensibilisation et la tolérance aux opioïdes a vu le jour. Les agonistes du MOPr et DOPr, 
quel que soit leur potentiel à produire l’internalisation, induisent de la tolérance à l’analgésie 
[86,461]. Le mécanisme classique par lequel les arrestines affectent la tolérance se base sur le 
blocage de la signalisation de la protéine G et l’induction de l'endocytose, comme déjà détaillé 
plus haut. Cependant, la signalisation atténuée ou la tolérance cellulaire est la somme de 
plusieurs processus comprenant: désensibilisation du récepteur, resensibilisation, internalisation 
suivie de recyclage ou régulation négative, synthèse de novo du récepteur ainsi que son envoi 
subséquent vers la membrane cellulaire. Une modification par les arrestines à n'importe quel 
point de la machinerie régulatrice du récepteur pourrait influencer la tolérance. En effet, en tant 
que membre des complexes protéiques à multiples facettes, les arrestines jouent un rôle 
important dans la signalisation des ROs indépendamment de la désensibilisation, de la 




βarr1 et la βarr2 contrôlent l'actine en se liant à la cofiline et à sa kinase inactivatrice, LIMK, 
comme déjà cité, ce qui contrôle le taux d'exportation des ROs vers la membrane cellulaire. De 
plus, un complexe Src/βarr2 régule la signalisation constitutive du MOPr indépendante du 
ligand [462]. Dans ce complexe, l'arrestine limite l'activité Src en maintenant cette tyrosine 
kinase dans un état inactif. Ensemble, ces interactions démontrent que les arrestines régulent la 
fonction des ROs dans le cadre de complexes d'échafaudage catalytiquement actifs.  
Les agonistes opioïdes peuvent recruter différemment des cascades de signalisation 
dépendantes de l'arrestine pour réguler la tolérance d'une manière biaisée par le ligand et le tissu. 
Par exemple, la tolérance analgésique à la morphine est atténuée en l'absence de βarr2, alors que 
celle du fentanyl ne l'est pas, bien que les deux agonistes soient capables de recruter la βarr2. 
La βarr2 dans le côlon est impliquée dans la tolérance au DAMGO ([D-Ala(2),N-Me-
Phe(4),Gly(5)-ol]-enképhaline), mais pas celle au fentanyl ou à l'étorphine, bien que les trois 
agonistes induisent l'internalisation du MOPr [463]. Il a été également constaté que JNK2 peut 
réguler la tolérance pour le MOPr, et que le recrutement de cette kinase peut être dépendant ou 
pas de l'arrestine, en fonction de l'agoniste utilisé [464].  
Les arrestines sont aussi impliquées dans la tolérance aux agonistes du DOPr. En effet, 
la stabilité de l’interaction au sein du complexe DOPr/Gβγ/βarr2 a été associée à un recyclage 
réduit du récepteur, une désensibilisation marquée et la survenue de tolérance au SNC-80, 
contrairement au DPDPE qui favorise un recyclage efficace du récepteur le protégeant de la 
désensibilisation avec absence de développement de tolérance vue une stabilité moindre du 
complexe DOPr/Gβγ/βarr2 (étude déjà citée). D’autre part, les arrestines sont la clé du biais 
pour déclencher différentes cascades de signalisation intracellulaires et des résultats 
fonctionnels divergents [215]. Aussi, il a été démontré que les agonistes du DOPr à forte 
intériorisation comme SNC-80 recrutent préférentiellement la βarr1, entraînant une 
désensibilisation du DOPr et une tolérance analgésique [63,465]. Au contraire, les agonistes du 
DOPr à faible taux d'internalisation recrutent préférentiellement la βarr2 et l’invalidation 
génétique de βarr1 n’affecte pas le phénotype de tolérance. En effet, pour les agonistes ARM390 
et JNJ20788560 (faiblement internalisant), la βarr2 facilite le taux de resensibilisation du 
récepteur. L’invalidation génétique de la βarr2 a entraîné une tolérance accrue aux agonistes du 
DOPr à faible taux d'internalisation et a réduit les taux de resensibilisation du récepteur [465]. 




récepteurs, bien qu'elles soient traditionnellement considérées pour leur rôle dans la médiation 
de la désensibilisation. Les mécanismes de désensibilisation et de resensibilisation par des 
agonistes opioïdes faiblement internalisant sont actuellement inconnus, mais il a été spéculé que 
les complexes contenant la βarr2 atténuent le recrutement de phosphatases pertinentes pour la 
resensibilisation MOPr et en facilitent celles nécessaires pour la resensibilisation au DOPr [454].  
Vue la contribution de la βarr au développement de la tolérance, on a développé des 
drogues qui déclenchent préférentiellement les réponses liées à la protéine G plutôt que le 
recrutement de la βarr. On s'attendait à un meilleur profil d’effets secondaires avec ces 
molécules [466]. Des essais cliniques ont été menés pour le TRV130, un agoniste du MOPr qui 
provoque un recrutement très faible de l'arrestine. Au stade préclinique, le TRV130 a produit 
une bonne analgésie et causé moins de dysfonctionnement gastro-intestinal et de dépression 
respiratoire que la morphine [467]. À la fin de la phase 3 de l’essai clinique, ses propriétés 
analgésiques ont été confirmées à toutes les doses [468], mais l'amélioration souhaitée des effets 
secondaires n’a pas été atteinte quand on a administré des doses analgésiques complètes. La 
méthodologie utilisée dans le développement du TRV130 suscite certaines critiques qui 
devraient aider à comprendre les causes de cette première tentative échouée. En effet, le biais 
de signalisation entre les deux voies (protéine G vs βarr) a été surveillé dans les cellules HEK293 
sans tenir compte du fait que les GRK, régulateurs essentiels du recrutement de la βarr, sont 
exprimés à des niveaux beaucoup plus bas que dans les neurones (lieu d’action de la drogue). 
L'omission de ce facteur conduit à une sous-estimation systématique des réponses neurales 
dépendantes de la βarr. En effet, le recrutement de la βarr2 par le TRV130 a été augmenté de 
façon significative quand les cellules HEK293 ont été transfectées avec la GRK2. La 
surexpression de GRK2 a également renforcé le recrutement de la βarr2 par PZM21, un nouvel 
agoniste du MOPr qui provoque aussi un recrutement très faible de l'arrestine. Comme le 
TRV130, PZM21 présentait moins d'effets secondaires gastro-intestinaux et respiratoires que la 
morphine dans les modèles précliniques [469,467], mais puisque son profil de recrutement de 
βarr est similaire à TRV130, les avantages cliniques possibles ne peuvent pas être supérieurs à 
ceux du TRV130. Ces résultats démontrent clairement l’importance de la considération du 
contexte cellulaire lors de l’analyse des résultats. Les déterminants moléculaires de la réponse 
entre les systèmes hétérologues et les neurones peuvent être très divergents d’où l’importance 




éventuel biais du système.  
 
1.6.2.1.1.1 Internalisation et tolérance analgésique 
L’équipe de Pradhan a démontré qu’une injection unique de SNC-80 produit 
l’internalisation in vivo du DOPr suivie de la survenue de tolérance à l’analgésie [348]. Une 
dose équianalgésique d’ARM390 produit une faible internalisation du récepteur et ne donne pas 
un changement dans la réponse analgésique, ce qui tisse un lien entre l’internalisation et le 
développement de tolérance analgésique, vu que l’internalisation était considérée comme un 
processus qui se produit en amont de la dégradation lysosomale du récepteur. Toutefois, cette 
observation s’est mise en doute avec l’observation que la deltorphine II, qui provoque une forte 
internalisation du DOPr [250], ne produit pas de la tolérance analgésique [470]. Une des 
explications qui a été émise pour répondre à cette divergence était le triage différentiel du DOPr, 
une fois internalisé, vers différentes destinations suite à sa stimulation par SNC-80 ou la 
deltorphine II. En effet, il a été démontré dans des lignées cellulaires immortalisées [471] et 
dans les neurones [85] que le SNC-80 ne parvient pas à recycler le DOPr suite à son 
internalisation. Aussi, l’administration in vivo de SNC-80 a provoqué une accumulation 
intracellulaire du récepteur pendant 4 heures durant lesquelles la tolérance analgésique était 
maximale [348]. Par contre, l’internalisation par les analogues de la deltorphine est associée à 
un recyclage du DOPr et à la resensibilisation de la signalisation [374]. Une autre preuve qui 
nourrit la controverse du lien étroit entre l’internalisation et la tolérance était l’observation que 
DPDPE et SNC-80, bien qu’internalisant le DOPr de façon similaire, produisaient différents 
profils de tolérance analgésique (comme déjà détaillés) [85]. De ce fait, un récepteur ayant la 
capacité de se faire recycler à la membrane plasmique après son internalisation pourra être 
resensibilisé et produire de nouveau de la signalisation, ce qui réduira la tolérance analgésique. 
Par contre, le récepteur qui s’accumule en intracellulaire ou se dirige vers les lysosomes pour y 
être dégradé produira de la désensibilisation prolongée et de la tolérance. L’internalisation à elle 
seule ne peut pas alors expliquer ce qui est en rapport avec la survenue de tolérance vu que les 
conséquences fonctionnelles de cette étape peuvent être totalement divergentes. L’évaluation 
du devenir post-endocytique est alors d’une importance accrue. Les facteurs de triage des ROs 




ou non de la convertase ECE2 qui dégrade l’agoniste peptidique permettant la libération du 
récepteur et son recyclage membranaire [375] (voir section 1.5.2.1). Aussi, la stabilisation des 
récepteurs dans des conformations dépendantes des agonistes pourrait favoriser ou non son 
interaction avec les protéines de triage comme le GASP. Cette notion est corroborée par les 
données qui supportent que le DOPr adopte différentes conformations qui sont différemment 
modulées par le Src, définissant sa capacité ou son défaut à recycler [472].  
Toutes ces observations soulignent que la tolérance à l’analgésie est un phénomène 
complexe qui est défini par plusieurs mécanismes sous-jacents et qu’une meilleure 
compréhension des mécanismes de signalisation et de trafic des ROs est nécessaire pour le 




2 Hypothèse et objectifs 
L’hypothèse générale de cette thèse est la suivante : la sélectivité fonctionnelle des ligands 
du DOPr détermine les différentes propriétés de trafic du récepteur à l’origine de la capacité 
différentielle de ces ligands à produire la tolérance analgésique in vivo. Pour tester cette 
hypothèse, nous avons débuté par la caractérisation des propriétés de signalisation et des 
déterminants moléculaires de l’endocytose du DOPr stimulé par différents ligands au niveau de 
deux systèmes biologiques distincts : les cellules HEK293 et les neurones, afin d’évaluer la 
nature du biais qui en résulte. Étant donné que les propriétés d'internalisation ne dictent pas 
universellement les profils de tolérance, nous nous sommes intéressés au trafic post-endocytique 
du récepteur, à savoir son recyclage à la membrane plasmique pour établir comment l’itinéraire 
post-endocytique du DOPr protège contre le développement de la tolérance à l’analgésie.  
 
2.1 Caractérisation des propriétés de signalisation et des déterminants 
moléculaires de l’endocytose du récepteur opioïde delta stimulé par 
différents ligands 
Cette étude a été effectuée à la suite de la mise en évidence que les ligands du DOPr ne 
produisent pas tous le même profil de tolérance analgésique et que cette divergence a été attribuée 
en partie à différentes propriétés d’internalisation du DOPr [348,473] et à un biais de réponse 
qui favorise la signalisation versus l'internalisation [474,348]. Ce type de biais a été proposé 
comme un outil de criblage des agonistes du DOPr ayant des actions analgésiques de plus longue 
durée. Pour y arriver, il faut alors quantifier le biais de façon rationnelle et de le corréler avec les 
propriétés analgésiques des différents agonistes. Au cours de cette étude, nous avons alors étudié 
les caractéristiques de signalisation et d’internalisation du DOPr stimulé par cinq ligands 
différents. Le but en était de mettre en évidence et de calculer le biais en appliquant de nouveaux 
outils de quantification spécifiquement développés à cet effet afin de présenter de bons candidats 





2.2 Établissement de l’itinéraire post-endocytique du récepteur opioïde 
delta suite à sa stimulation par le D-Pen (2,5)-enképhaline et de son rôle 
dans la prévention de survenue de la tolérance analgésique 
Cette étude fait suite à la découverte que malgré l’interaction du DOPr avec le GASP 
l’envoyant vers la voie de dégradation [370], le récepteur peut aussi échapper à cette voie et se 
rediriger vers la membrane plasmique en fonction du ligand lui étant associé, ce qui permet sa 
resensibilisation et la prévention du développement de la tolérance analgésique [85,373]. Le but 
de cette étude était alors d’établir les déterminants moléculaires du recyclage du DOPr suite à 
son internalisation et d’évaluer si cet itinéraire confère une protection contre la survenue de la 




3 Résultats   
3.1 Première publication 
3.1.1 Introduction et mise en contexte du premier article 
Au cours de la dernière décennie, plusieurs études ont été effectuées afin de mieux saisir 
les mécanismes à la base de la tolérance analgésique et une des notions qui a été assez abordée 
est celle de l’agonisme biaisé. Cette notion a suscité un intérêt considérable, car théoriquement, 
elle fournit un moyen de séparer les actions souhaitées (analgésie) des effets indésirables 
(tolérance) des analgésiques opioïdes. Les ligands biaisés peuvent ainsi constituer un puissant 
moyen pour la découverte de nouveaux opioïdes ayant une action analgésique plus prolongée. 
Cependant, pour exploiter pleinement cette opportunité, il faut éventuellement être en mesure 
d'identifier avec confiance les ligands d'intérêt. Le développement de nouveaux outils de 
quantification du biais [326,327] a non seulement rendu cette identification possible, mais 
devrait aussi nous permettre de vérifier les nouvelles hypothèses sur le type de réponses 
(signalisation + régulation) responsables de l’analgésie et la tolérance  aux opioïdes. Comme 
déjà mentionné ci-haut, parmi les hypothèses émises pour expliquer la divergence entre les 
ligands à développer l’analgésie et/ou la tolérance était l’observation que les ligands donnant un 
biais de réponse qui favorise la signalisation par rapport à l'internalisation produisent une action 
analgésique durable. Selon cette hypothèse, l’internalisation du récepteur pourrait l’engager 
dans le processus de dégradation lysosomale responsable de la survenue de la tolérance 
analgésique. Ce biais de signalisation versus internalisation serait donc un excellent critère pour 
le criblage de nouveaux analgésiques à action durable. C’est donc dans ce contexte que nous 
avons décidé de mettre en évidence ce biais pour différents ligands du DOPr (certains de ces 
ligands ayant différentes propriétés à induire la tolérance analgésique), en appliquant les 
nouveaux outils pharmacologiques développés au cours de la dernière décennie. 
Pour aborder ce défi, nous avons tout d’abord utilisé les cellules HEK293 afin d’étudier 
les propriétés de signalisation du DOPr en évaluant les changements du taux d’AMPc induits 
par cinq différents ligands (DPDPE, SNC-80, TIPP, UFP-512 et morphine). Nous avons choisi 
ces cinq ligands vu qu’ils diffèrent de point de vue structure (peptidique et non peptidique), 
efficacité (agoniste complet et partiel) et sélectivité pour le DOPr (agoniste moins sélectif et très 




(voir Tableau I de l’introduction). Nous avons également étudié la magnitude et les mécanismes 
d’internalisation du DOPr au niveau des cellules HEK293 en utilisant la technique ELISA 
(dosage immuno-enzymatique sur support solide). Les valeurs d'efficacité (τ) et d'affinité (KA) 
ont été estimées à partir des données fonctionnelles et le biais a été calculé à partir des 
coefficients d'efficience (log τ / KA). Cette approche représente mieux les données par rapport 
à l’estimation du biais en comparant uniquement les réponses maximales (approche classique). 
Les coefficients log (τ / KA) indiquent que dans les cellules HEK293, le SNC-80 et l’UFP-512 
étaient significativement plus efficaces dans l'inhibition de la voie de l’AC que l'internalisation 
du DOPr en les comparant au DPDPE. Ce type de sélectivité fonctionnelle est alors présent pour 
les agonistes complets et partiels. 
La morphine ne favorise pas l'endocytose du MOPr dans les cellules immortalisées, mais 
elle le fait dans les neurones du noyau accumbens [475]. Cette observation démontre que 
l’internalisation des ROs peut être spécifique des cellules et c’est pour cette raison que nous 
avons évalué les caractéristiques d’internalisation au niveau des neurones, lieu d’action des 
opioïdes. Nous avons alors cultivé des neurones corticaux, où par immunofluorescence, nous 
avons évalué les propriétés d’endocytose du DOPr par les ligands de l’étude afin de déceler une 
éventuelle spécificité liée au contexte cellulaire. Nous avons trouvé que les déterminants 
moléculaires de l'internalisation étaient différents entre les cellules HEK293 et les neurones. En 
effet, alors que la βarr s’implique dans l’internalisation du DOPr dans les deux systèmes 
biologiques, la GRK2 et la PKC n’étaient requises que dans le contexte neuronal. Aussi, 
l’inversion de l’ordre d’efficacité entre les agonistes dans l’essai cyclase et l'internalisation 
dépendante de la βarr dans les neurones indique que ces réponses étaient spécifiques du ligand.  
À notre connaissance, cette étude est la première à fournir une preuve quantitative que 
les agonistes du DOPr peuvent présenter un biais de signalisation par rapport à l'internalisation. 
Ces preuves de sélectivité fonctionnelle confirment encore une fois que le DOPr peut adopter 
plusieurs conformations actives en fonction du ligand.  
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Signaling bias refers to G protein-coupled receptor ligand ability to preferentially activate one 
type of signal over another. Bias to evoke signaling as opposed to sequestration has been 
proposed as a predictor of opioid ligand potential for generating tolerance. Here we measured 
whether delta opioid receptor agonists preferentially inhibited cyclase activity over 
internalization in HEK cells. Efficacy (τ) and affinity (KA) values were estimated from 
functional data and bias was calculated from efficiency coefficients (log τ/KA). This approach 
better represented the data as compared to alternative methods that estimate bias exclusively 
from τ values. Log (τ/KA) coefficients indicated that SNC-80 and UFP-512 promoted cyclase 
inhibition more efficiently than DOPr internalization as compared to DPDPE (bias factor for 
SNC-80: 50 and for UFP-512: 132). Molecular determinants of internalization were different in 
HEK293 cells and neurons with βarrs contributing to internalization in both cell types, while 
PKC and GRK2 activities were only involved in neurons. Rank orders of ligand ability to engage 
different internalization mechanisms in neurons were compared to rank order of E max values 
for cyclase assays in HEK cells. Comparison revealed a significant reversal in rank order for 
cyclase E max values and βarr-dependent internalization in neurons, indicating that these 
responses were ligand-specific. Despite this evidence, and because kinases involved in 
internalization were not the same across cellular backgrounds, it is not possible to assert if the 
magnitude and nature of bias revealed by rank orders of maximal responses is the same as the 
one measured in HEK cells. 
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PBS Phosphate-buffered saline 
BSA Bovine serum albumin 
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Emax Maximal effect 
GPCR G protein-coupled receptor 
HEK Human embryonic kidney 
PKC Protein kinase C 
GRK G protein-coupled receptor kinase 
βarr βarrestin 
ARM390 AR-M100390 
ADL5859 N,N-diethyl-4-(5-hydroxyspiro[chromene-2,4′-piperidine]-4-yl) benzamide 
ADL5747 N,N-diethyl-3-hydroxy-4-(spiro[chromene-2,4′-piperidine]-4-yl) benzamide 
cAMP Cyclic adenosine monophosphate 
EC50 Term half maximal effective concentration 
BRET Bioluminescence resonance energy transfer 
5-HT4R 5-Hydroxytryptamine receptor 4 
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 
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Most clinically available opiates act upon mu opioid receptors (MOPr) to elicit powerful 
analgesic actions. However, despite their uncontested efficacy in alleviating acute severe pain, 
MOPr agonists are much less effective for the treatment of chronic pain syndromes [1]. These 
limitations have driven attention to other receptors, in particular delta opioid receptors (DOPr), 
which are currently viewed as promising targets for the development of novel opiate analgesics 
for chronic pain management [2–4]. Within this context, DOPr agonist potential for generating 
tolerance constitutes a limitation for their use as long-acting opioid analgesics [5, 6]. 
Remarkably, not all DOPr agonists produce the same degree of tolerance [5, 7, 8] and 
some of these differences have been attributed to distinct trafficking profiles of the different 
ligands [9]. For example, administration of SNC-80 ((1)-4-[(αR)-α-((2S,5R)-4-allyl-2,5-
dimethyl-1-piperazinyl)-3-methoxybenzyl]-N,N-diethylbenzamide) triggered marked in vivo 
DOPr sequestration and acute tolerance while poorly internalizing agonists like ARM390, 
ADL5747 (N,N-diethyl-3-hydroxy-4-(spiro[chromene-2,4′-piperidine]-4-yl)benzamide), and 
ADL5859 (N,N-diethyl-4-(5-hydroxyspiro[chromene-2,4′-piperidine]-4-yl) benzamide) did not 
induce a rapid loss of analgesic actions [7, 10]. Despite marked differences in internalization 
and distinct potential for generating acute analgesic tolerance, some of these ligands display a 
similar ability to produce maximal G protein activation [7] or cAMP accumulation [11], which 
has led to the suggestion that certain DOPr agonists may display a response bias that favors 
signaling over internalization. Moreover, the observation that acute tolerance induced by non-
internalizing DOPr agonists is less than that produced by internalizing ones has fueled the notion 
that the proposed bias could be a means for screening/identifying DOPr agonists with longer-
lasting analgesic actions. 
Essential to this type of screening is the capacity to quantify bias. By applying novel 
analytical tools specifically developed to this purpose [12, 13], here we show that in HEK293 
cells, SNC-80 and UFP-512 [H-Dmt-Tic-NH-CH(CH2-COOH)-Bid] were significantly more 
efficient in promoting cyclase inhibition than DOPr internalization as compared to DPDPE ([D-
Pen(2), D-Pen(5)]-enkephalin). However, molecular determinants of internalization were 
different in HEK293 cells and neurons, raising the question as to whether bias involving 




Materials and Methods 
DNA constructs 
Murine DOPRs tagged with the Flag epitope at the N-terminus were kindly provided by 
Dr. M. von Zastrow (University of California at San Francisco) and have been described 
elsewhere [14]. Constructs encoding human DOPR fused to yellow green fluorescent protein 
(YFP) were generated as described before [8]. βarr2-Luc and βarr319–418 were a generous gift 
from Dr. Bouvier (Université de Montréal, Canada). 
Cell culture and transfections 
Immortalized cell lines 
Internalization and cAMP accumulation assays to establish signaling bias of DOPr 
agonists were carried out in HEK293 cells stably expressing Flag-DOPrs. Monoclonal cell lines 
expressing the receptor were produced using Lipofectamine (Invitrogen, Carls-bad, CA, USA) 
to transfect 6 μg of DNA/100 mM Petri dish. Cells were then selected with G418 (500 μg/ml) 
and a clone expressing 1 pmol/mg protein was used [15]. Cells were grown and maintained in 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10 % (v/v) fetal bovine serum (FBS), 
1,000 U/ml penicillin, 1 mg/ml streptomycin, and 2 mM glutamine, in a humidified atmosphere 
of 5 % CO2 at 37 °C. For the experimental series evaluating the effect of dominant negative 
βarr (βarr319–418) [16] on DOPr internalization, βarr319–18 (9 μg) or empty vector pcDNA3 
(9 μg) were cotransfected with DOPr (3 μg) to yield similar membrane expression of receptors 
as in stable cell lines. siRNA GRK2 (Smart pool, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA) were introduced into DOPr-expressing cells (25 pmol/well in 24-well plates) using 
Dharma-FECT1 according to the manufacturer’s specifications. In experiments in which PKC 
activity was blocked by chelerythrine (4 μM), the drug was introduced into the incubation 
medium 10 min prior to DOPr agonists and remained present until the end of the experiment. In 
experiments in which PMA was used to stimulate PKC activity, the phorbol ester was introduced 
at a concentration of 500 nM 60 min before agonist addition, and allowed to remain in the 
medium until the end of the experiment. 
Primary neuronal cultures were used for immunofluorescence assays to assess ligand-
induced DOPr internalization in neurons. Cultures were prepared from rat postnatal prefrontal 
cortex (P0–P2) using a procedure adapted from a previously described method [17]. Briefly, 




dissociation solution (NaSO4 90 mM; K2SO4 30 mM; MgCl2 5,8 mM; CaCl2; HEPES 10 mM; 
glucose 20 mM; pH 7,4). The prefrontal cortex was dissected and digested in papain solution 
(20 U/ml; 40 min at 37 °C) following which the product was passed through Pasteur pipettes of 
progressively decreasing diameter for mechanical dissociation. The suspension obtained was 
centrifuged, cells resuspended and diluted to a density of 2.5 million/ ml before plating on glass 
coverslips precoated with collagen/poly-L-lysine (each at 0.1 mg/ml). Cells were cultured in 
neurobasal A medium supplemented with B27 (4 %), 100 U/ml penicillin–streptomycin, 
Glutamax (2 %) and fetal bovine serum (10 %) for 24 h. At this time, coverslips were transferred 
from their home dish to a six-well plate containing 2 ml of neurobasal A medium/well and 
transfected with Flag-DOPrs (8 μg of DNA/well) by means of a modified calcium phosphate 
transfection protocol [18]. Briefly, a calcium phosphate/DNA precipitate was formed in HEPES 
buffered saline (pH 7.03) and was added drop-wise to the neurobasal A medium. After 30 min 
of transfection, neurons were washed in Hank’s balanced salt solution and returned to their 
original culture medium. For siRNA experiments, cells were transfected 24-h post-SFDOPr 
transfection with βarr siRNA or GRK2 siRNA (100 and 75 pmol/35 mm dish, respectively) 
using Lipofectamine as indicated by the manufacturer. GRK2 siRNA was from Thermo Fisher 
Scientific and for βarr1/2 knock down primers and oligonucleotides were designed as previously 
described [19]. In both cases, knockdown was verified by Western-blot analysis. For 
experiments in which PKC was blocked by chelerythrine (4 μM), the drug was introduced 10 
min prior to DOPr agonists and allowed to remain present throughout the experiment. 
Evaluation of DOPr trafficking 
ELISA-based assays 
Measurement of surface-expressed receptors and quantification of receptor 
internalization was assessed using an ELISA-based method adapted from a previously published 
protocol [15]. HEK293 cells stably expressing Flag-DOPrs were seeded at a density of 2.5 × 
105 cells/well and grown on 24-well polylysine-coated plates for 48 h. Unless otherwise 
specified, on the day of the experiment cells were exposed to increasing concentrations of 
different ligands (0–100 μM) for 30 min before internalization was stopped by addition of cold 
PBS (phosphate-buffered saline). After three PBS washes, cells were fixed for 15 min at 4 °C 
in paraformaldehyde (3 %) and non-specific binding was blocked by incubation with PBS/BSA 




antibody (1:1,000; Sigma-Aldrich) for 1 h (RT), washed three times and incubated with 
peroxidase-conjugated (HRP) anti-mouse antibody (1:5,000; Amersham Biosciences, 
Piscataway, NJ, USA) for 30 min. After extensive washing, 200 μl of the HRP substrate o-
phenylenediamine dihydrochloride (SIGMA FASTTM OPD, Sigma-Aldrich) was added to each 
well. The reaction was allowed to proceed for 8 min and stopped using 50 μl of 3 N HCl. An 
amount of 200 μl of the mix was then transferred to a 96-well plate for optical density (OD) 
evaluation at 492 nM in a microplate reader (Victor3; PerkinElmer, Waltham, MA, USA). OD 
readings corresponded to the signal generated by receptors at the cell surface. The amount of 
surface receptors internalized following exposure to agonists was calculated by subtracting OD 
obtained in the presence of agonist from the one obtained in its absence. Results were expressed 
as % of receptors initially present at the membrane according to the following calculation: 100 
× (ODBasal - ODStimulated)/(ODBasal) where ODBasal and ODStimulated correspond to the 
signal obtained in absence or presence of agonist, respectively [10]. 
Immunofluorescence (IF) microscopy 
Immunocytochemistry experiments were carried out 2 days after transfection as 
previously described [8]. Briefly, labeling of surface Flag-DOPrs was done by introducing 
Ca2+-dependent mouse anti-Flag M1 antibody (1:100; Sigma) to the incubation medium 30 min 
prior to vehicle (DMSO 0.01 %) or agonists (10 μM). Following treatments of different 
durations (15–120 min), neurons were washed in Ca2+-free phosphate buffered solution (PBS) 
(3 × 1 min, at 37 °C). These washes made it possible to remove treatment drugs as well as 
antibody bound to surface receptors, thus ensuring that only Flag-DOPrs that had been 
internalized and protected from washes, conserved first antibody labeling [20]. Cells were then 
fixed with 4 % PFA and permeabilized in PBS/0.1 % triton. Non-specific sites were blocked 
with PBS/BSA 1 % (10 min at RT) and neurons then exposed to secondary antibody (donkey 
anti-mouse Alexa-488; 1:1,000; Molecular Probes). All images were acquired using a Prairie 
Technologies point-scanning confocal except for Fig. 5, where the microscope used was an 
Olympus FluoView 1,000 confocal system. Mean cytosolic labeling intensity was quantified in 
cells that had been exposed to vehicle or agonist for 60 min, using ImageJ software according 
to a previously described method [8]. Briefly, nuclear integrated intensity was subtracted from 
the integrated intensity present within the perimeter of the neuron soma. The resulting value was 




cellular intensity. Nuclear fluorescence was considered as the background, and its mean 
intensity subtracted from the quotient described above. 
cAMP accumulation 
cAMP accumulation assays were carried out according to a previously described protocol [21], 
[3H]ATP and [3H] cAMP were separated by sequential chromatography on Dowex exchange 
resin and aluminum oxide columns. cAMP produced was estimated by calculating the ratio of 
[3H]cAMP/([3H]ATP + [3H]cAMP) in each sample. 
BRET assays 
BRET assays for βarr2 recruitment were conducted using a modified version of a previous 
protocol [8]. Briefly, HEK293 cells grown in 100 mM Petri dishes were transfected with: βarr2-
Luc (0.2 μg) and DOPr-YFP (6 μg). Experiments were carried out 2 days after transfection. At 
this time, cells were kept at 37 °C and exposed to vehicle or DOPr agonists (1 μM) for 5 min. 
For experiments assessing PKC activity, cells were pretreated with PMA (500 nM) for 60 min 
prior to exposure to ligands. Treatment was stopped by washing cells with ice-cold phosphate-
buffered solution (PBS) following which they were transferred to 96-well plates (white 
Optiplate; PerkinElmer Life Sciences) and BRET measures obtained in a Victor3 plate reader 
(Perki-nElmer Life Sciences) 5 min after manual addition of coelenterazine h. Plates were then 
introduced into a Victor3 plate reader (PerkinElmer Life Sciences) and BRET measures were 
determined by calculating the ratio of light emitted by YFP (520–550 nM) over the light emitted 
by Rluc (440–480 nM). BRET values were then corrected by subtracting the background signal 
(detected when Rluc-tagged constructs were expressed without acceptor) from the BRET signal 
detected in cells coexpressing both Rluc and YFP (Net BRET). 
Western blot 
Two days after siRNA transfection, neurons or HEK293 cells were lysed in RIPA buffer (50 
mM Tris–HCl pH 7.4, 1 % triton X100, 0.25 % deoxycholic acid, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
1 mM PMSF, 1 μg/ml Aprotinin, PI 1X, 1 mM Na3VO4 et 1 mM NaF). Following 
centrifugation at 10,000 rpm for 30 min, the supernatant containing membranes and cytosol was 
recovered. GRK2 and βarr resolved in SDS-PAGE were then transferred (50 mA, 16 h, Bio-Rad 
Mini-Trans Blot apparatus) from the gels onto nitrocellulose (GE Healthcare, Piscataway, NJ, 
USA). GRK2 polyclonal antibody (SRC2: sc-18; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, USA) 




dilution of 1:200 and 1:1,000 to determine, respectively, the amount of total GRK2 and of βarr 
present in cells transfected with siRNA or scrambled controls. Secondary anti-rabbit horse-
radish-conjugated antibody was used at 1:20,000 dilution (Amersham Biosciences, Piscataway, 
NJ, USA). Chemiluminescence detection reagent (GE Healthcare) was used to reveal blotted 
proteins and images of immunoreactive bands were acquired with MCID (Imaging Research 
Inc, Canada). 
Curve fitting 
Concentration response curves describing modulation of cAMP production or DOPr 
internalization were obtained for five different agonists. In a first series of analyses, curves were 
generated with GraphPad 5 using the four parameter logistic function y = a + (b − a)/(1 + 
10(logEC50-x).c) and fixing the slope parameter c at the value of one or allowing it to freely 
vary (y → measured response, a → minimal asymptote, b → maximal asymptote, a–b → Emax). 
In every case, data were best fit by the equation with slope fixed at one. Concentration response 
curves were also analyzed with the operational model of agonism [22] to obtain efficacy (τ) and 
functional affinity (KA) values that were then used in the calculation of log (τ/KA) for the 
calculation of bias [13]. Curve fitting was done using the equation: y = basal + (Emax - basal)/1 
+ [(10logKA+x)/(10logτ+x)]n, where basal corresponds to the response observed in the absence 
of agonist; Emax is the maximal response of the system; KA denotes agonist affinity for the 
receptor state(s) mediating the response; τ describes agonist efficacy; x corresponds to the 
logarithm of molar concentration of agonist and n is the slope of the function which links 
occupancy to response. System parameters (n and Emax) were estimated from curves generated 
by full agonists DPDPE and SNC-80, where the only constraint imposed was for each of these 
values to be shared by both ligands. Estimates for cyclase dose–response curves were Emax: 75 
and n: 0.72. Estimates for internalization curves were Emax: 64 and n: 1.1. These values were 
then used as system parameters to simultaneously fit curves for all ligands (Prism5 operational 
model “partial agonist”), yielding corresponding τ and KA values for each agonist except the 
standard, DPDPE. τ and KA values for DPDPE were obtained from depletion assays in which 
dose–response curves were generated in cells expressing progressively lower amounts of 
receptors (Prism5 operational model: receptor depletion). Emax and n values used to fit curves 
in depletion mode were the same as above. Pooled standard error values were calculated as in 







 Establishing evidence of ligand bias in DOPr-mediated responses 
Many MOPr and DOPr agonists display an “imbalance” in their ability to promote maximal 
signaling and regulatory responses [24–26]. However, the bases for this imbalance remain a 
matter of active investigation, in particular the extent to which biased agonism may contribute 
to poor sequestration by agonists that effectively engage signaling [7, 26]. To address this 
question, we used HEK293 cells to compare cAMP modulation and sequestration induced by 
five different DOPr agonists. Dose–response curves for these responses and corresponding 
Emax (maximal effect) and potency (EC50) values appear in Fig. 1 and Tables 1 and 2. Data 
presented therein indicate that maximal responses (Emax) by DPDPE and SNC-80 were 
significantly larger than those evoked by morphine, UFP-512, and TIPP, both in cyclase and 
internalization assays. However, Emax values for partial agonists were not proportional across 
the two responses. On the one hand, the three partial agonists inhibited cAMP production 
displaying responses that ranged between 30 and 80 % of maximal inhibition induced by the 
standard DPDPE (Tables 1, 2). On the other hand, morphine induced no significant 
sequestration (p = 0.2136; n = 11) while internalization by UFP-512 and TIPP was significant 
(p < 0.01; n = 9–10) but only reached ~10 % of the response induced by DPDPE (Fig. 1b). As 
shown in Supplementary Fig. 1, insufficient incubation time could not have accounted for the 
small magnitude of internalization by partial agonists, since kinetic experiments indicated that 
at the time at which dose–response curves were obtained (30 min) sequestration had attained its 
plateau. 
One of the favored explanations for the observed “disproportion” in the magnitude of 
signaling and internalization Emax values is the existence of ligand bias [26]. However, 
disproportion without a reversal in the rank order of maximal response may admit alternative 
interpretations since Emax values depend not only on ligand properties but also on system 
determinants such as total receptor number, maximal response allowed by the system, and the 
efficiency with which the stimulus imparted by an active receptor couples to the response of 
interest [27]. Based on these considerations, it is possible that a more efficient stimulus–
response coupling and/or the saturation of maximal response in cyclase assays could have 
resulted in partial agonists (UFP-512, TIPP, and morphine) displaying “disproportionately” 





The operational model proposed by Black and Leff [22] provides a means of estimating 
relative drug efficacies while controlling for the above-mentioned confounders and, at the same 
time, allows quantifying the bias across different responses [12, 13]. Quantification is achieved 
by calculating two operational parameters from dose–response curves: (1) ligand efficacy (τ to 
induce each of the responses of interest and (2) “functional affinity” (KA), which describe the 
tendency of the agonist to interact with receptor state(s) mediating the response [12, 13]. 
According to this conception of the operational model, bias may result from a ligand displaying 
distinct relative efficacies (τ) at different pathways and/or from its differential affinity for the 
receptor state(s) mediating these effects. Whatever the combination, all possibilities are 
contemplated by calculating a transduction coefficient τ/KA, which describes the efficiency 
with which a drug evokes a particular response. We have used this approach to measure 
signaling versus internalization bias for the different DOPr agonists. 
Operational parameters derived from cAMP accumulation and internalization assays are 
shown in Tables 3 and 4. Within the context of the operational model, parameters obtained from 
cyclase dose–response curves indicate that the efficacy with which UFP-512 (τ = 0.35 ± 0.07) 
and morphine (τ = 0.44 ± 0.26) activated the receptor to inhibit cAMP production was not 
different from each other, but UFP-512 displayed much higher affinity for the receptor state(s) 
mediating this effect (log KAUFP = −8.82 ± 0.18, log KAMOPr = −5.02 ± 0.36; Tables 3, 4). 
Thus, despite displaying similar efficacies, UFP-512 had a larger transduction coefficient than 
morphine [log (τ/KA)UFP = 9.16 ± 0.20, log (τ/KA)MOPr = 5.46 ± 0.45; Tables 3, 4]. Taking 
log (τ/KA) coefficients as an indicator of drug efficiency to inhibit cAMP production [12], 
morphine’s coefficient was the lowest while that of UFP-512 did not differ from those of 
DPDPE and SNC-80 (Tables 3, ,4).4). Also note that although TIPP efficacy was much lower 
than that of DPDPE, differences in apparent affinities accounted for the fact that TIPP’s 
transduction coefficient was not different from that of this full agonist (Tables 3, 4). 
Internalization responses were also analyzed by means of the operational model, except for 
morphine where absence of internalization prevented the calculation of meaningful operational 
parameters. For the remaining ligands, τ values allowed to distinguish two groups of drugs in 
which DPDPE/SNC-80 displayed higher efficacy for internalization than UFP-512/TIPP 




for SNC-80 [log (τ/KA): 5.51 ± 0.50] was not different from that of UFP-512 [log (τ/KA): 5.90 
± 0.24] and was lower than that of TIPP [log (τ/KA): 6.83 ± 0.33]. Conversely, despite not 
differing at the level of their τ values, distinct functional affinities (log KASNC = −4.28 ± 0.38, 
log KADPDPE = −6.12 ± 0.11) determined that transduction coefficients were also different for 
the two full agonists [log (τ/KA)SNC = 5.51 ± 0.50, log (τ/KA)DPDPE = 6.85 ± 0.13; Tables 
3, 4]. 
To estimate ligand bias from transduction coefficients it is necessary to correct for 
possible differences in the efficiency with which the receptor itself couples to the different 
responses. For this purpose, τ/KA values need to be “normalized” to the same standard across 
responses of interest [12, 13]. Here the standard used was DPDPE and relative log (τ/KA) values 
are shown in Table 5. Comparison of normalized coefficients indicated that SNC-80 and UFP-
512 were respectively 50 and 132-fold more efficient in generating cyclase than internalization 
as compared to DPDPE. These values confirm that despite the marked imbalance in their 
internalization Emax, both agonists preferentially activate signaling over sequestration when 
compared to DPDPE. 
DOPr internalization in neurons 
Regulatory proteins that control opioid receptor internalization are not the same across 
different cell types and this variation could influence not only the efficiency of stimulus response 
coupling but also the signaling molecules with which the receptor interacts to produce 
internalization. As a consequence, cellular background could influence both the magnitude of 
response and the molecular determinants of internalization. To determine whether these 
considerations were relevant to DOPr agonists, we compared magnitude and mechanisms of 
ligand-induced internalization in HEK293 cells and cultured neurons, which are more akin to 
the cellular background where DOPr agonists produce their analgesic effects. Internalization in 
neurons was assessed by transfecting rat cortical neurons with Flag-DOPrs and labeling surface 
receptors prior to treating them with ligand concentrations that supported maximal 
internalization in HEK293 cells (10 μM). At the end of different incubation periods, receptors 
remaining at the membrane were stripped of the labeling antibody such that only DOPrs 
protected by internalization were subsequently revealed by immunofluorescence labeling. As 
shown in Fig. 2a, neurons that were exposed to vehicle displayed modest intracellular labeling, 




ligands induced progressive increase in intracellular immunoreactivity, with marginal increment 
beyond 60 min exposure to the agonist. Consequently, internalization was quantified following 
60-min treatment with different ligands (Fig. 2b). Internalization by DPDPE and SNC-80 were 
similar, and significantly higher than responses by UFP512, morphine, and TIPP, whose 
respective magnitudes were 62 ± 4, 49 ± 3, and 47 ± 3 % of the effect by DPDPE. Thus, at a 
concentration of 10 μM, the difference in internalization between full and partial agonists 
became less pronounced, a behavior that could be explained by a more effective stimulus–
response coupling in neurons than in HEK cells. 
Mechanisms involved in DOPr internalization are cell-dependent 
Internalization is a complex cellular response usually determined by multiple signals. In 
the case of DOPr, these signals include G protein-coupled receptor kinases (GRKs) [28], PKCs 
[29, 30], and βarrs [28, 31, 32] whose expression may vary across different cell types [33, 34]. 
Hence, we were interested in finding out if and to what extent distinct cellular backgrounds 
influenced the type of regulatory protein contributing to ligand-dependent DOPr internalization. 
Implication of neuronal βarrs was assessed by silencing their expression (Fig. 3a). As 
shown in Fig. 3b (inset), neurons expressed βarr1 and βarr2, both of which were down-regulated 
by siRNA transfection. As a result, sequestration by a maximal effective concentration of 
different agonists was reduced by ~30–60 % (Fig. 3a, b), indicating that all of them relied upon 
βarr function for effective internalization. βarr implication in ligand-induced internalization of 
DOPr was also assessed in HEK293 cells by means of a construct corresponding to the C-
terminal region of βarr1. This fragment binds to clathrin at the same site as endogenous βarrs, 
acting as a dominant negative mutant on the internalization function of βarr1 and βarr2 [16], 
both of which were expressed in HEK293 cells (Fig. 3c, inset). Expression of the dominant 
negative construct inhibited DOPr sequestration by SNC-80 and DPDPE (Fig. 3c), indicating 
their ability to also engage βarr function in this cell background. Because of the small magnitude 
of internalization by partial agonists, the effects of dominant βarr constructs were not assessed 
for these ligands. However, all five agonists were tested in BRET (bioluminescence resonance 
energy transfer) assays to determine their ability to induce βarr2 recruitment. As shown in Fig. 
3d, and in keeping with internalization responses, only ligands that induced significant 




βarr recruitment to GPCRs (G protein-coupled receptors) is modulated by 
phosphorylation [35]. In the case of DOPr, GRKs [36–38] and PKCs [30] both enhance βarr-
dependent internalization of the receptor. Here we observed that siRNA silencing of neuronal 
GRK2 reduced intracellular accumulation of immunoreactivity by ~50–70 %, depending on the 
agonist used (Fig. 4a, b). In contrast, GRK2 silencing had no effect on sequestration triggered 
by DPDPE or SNC-80 in HEK293 cells (Fig. 4c), although the same kinase was actively 
involved in the internalization of another GPCR. Indeed, GRK2 participated in 5-HT4 receptor 
internalization, as indicated by the fact that silencing of this kinase blocked 5-HT4R (5-
hydroxytryptamine receptor 4) internalization by its endogenous ligand (membrane 5-HT4 
receptors internalized by 5-HT in HEK293 cells + scrambled siRNA: 41.5 ± 0.5 %; in HEK293 
cells + GRK2 siRNA: 31.8 ±1.6; p< 0.01; n =3). 
PKC contribution to DOPr internalization was assessed using chelerythrine as a 
universal PKC inhibitor [39]. In neurons, chelerythrine (4 μM) reduced internalization by ~40–
70 %, and this effect was significant for 10 μM concentrations of all ligands, except morphine 
(Fig. 5a, b). In HEK293 cells, the same chelerythrine treatment did not modify maximal 
internalization by SNC-80 or DPDPE (10 μM), although it reduced the sequestration rate of the 
latter (KCTL 0.08 ± 0.01/min; KCHEL 0.05 ± 0.01; p = 0.011; n = 4; Fig. 5c). To further 
determine a possible contribution of PKC to DOPr internalization in HEK293 cells, dose–
response curves for DPDPE and SNC-80 were completed in presence and absence of 
chelerythrine (4 μM). There was no effect on internalization by DPDPE (Fig. 5d) and a left-shift 
in the case of SNC-80 (Fig. 5e), implying that inhibition of PKC activity enhanced 
internalization by this agonist. The reason for this left-shift is not clear, but a possible 
explanation could be that PKC inhibition could have released DOPr from an interaction that 
interfered with its recognition by “internalizing proteins” such as βarrs. Independent of the 
reason for the observed shift, the data confirm that inhibition of PKC activity did not block 
DOPr internalization, ratifying that this type of kinase does not actively contribute to DOPr 
sequestration by either agonist in HEK293 cells. 
Phosphorylation by GRK2 requires DOPr activation by an agonist [40, 41] while PKC 
produces heterologous phosphorylation of the receptor [30]. However, both mechanisms can 
influence each other since pre-activation of PKCs may enhance DOPr internalization by 




contributed to DOPr sequestration in neurons but not in HEK293 cells, even if GRK2 was 
present and active in the latter. It was therefore of interest to determine whether enhancing PKC 
activity in HEK293 cells could recruit additional internalization mechanisms to produce similar 
magnitude of internalization as in neurons. To evaluate this possibility, HEK293 cells were 
treated with PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (500 nM; 60 min) to then assess changes 
in ligand-induced βarr2 recruitment and internalization. Activation of typical and novel PKC 
isoforms by the phorbol ester [42, 43] increased βarr2 recruitment (Fig. 6a) and DOPr 
internalization (Fig. 6b), confirming PKC as heterologous modulator of DOPr endocytosis. 
However, increase in internalization was quite modest, particularly for partial agonists, 
indicating that the neuronal internalization phenotype could not be recreated by simply 
increasing basal PKC activity levels. 
Statistical analysis of data obtained in neurons indicated a significant interaction between 
the magnitude of sequestration promoted by each ligand and the extent to which βarr, GRK2, 
and PKC contributed to agonist-promoted internalization (Figs. 3b, ,4b,4b, and and5b).5b). The 
presence of this interaction implies that agonists differ in their ability to engage the different 
regulatory proteins. To better appreciate these differences, we calculated the percentage of 
maximal agonist-induced internalization that could be blocked by silencing the function of βarr, 
GRK2 and PKC. The results of these calculations are shown in Fig. 7, where it can be 
appreciated that GRK2 contribution to DOPr internalization was not different among ligands 
(Fig. 7a), while a greater proportion of the internalization produced by UFP-512 relied on PKC 
as compared to morphine (Fig. 7b). Ligands also differed in their ability to engage βarr-mediated 
internalization, with UFP-512 being more effective than DPDPE, and TIPP more so than 
morphine (Fig. 7c). Rank order of ligand ability to engage the different responses were 
compared among themselves and to Emax values obtained in cAMP assays (Fig. 7d). A 
significant reversal in rank order was only observed for cyclase Emax in HEK cells as compared 
to ligand ability to engage βarr-dependent internalization in neurons. Although this observation 
does not exclude possible ligand-specific responses for GRK2 or PKC, the data are consistent 
with the notion that cAMP inhibition in HEK cells and βarr-mediated internalization in neurons 








Results obtained in this study revealed a measurable bias in the efficiency with which 
DOPr agonists engaged cyclase versus internalization responses in HEK293 cells. The data also 
indicated that molecular determinants of DOPr sequestration were different in HEK cells and 
neurons, and comparison of maximal responses showed that cyclase inhibition in HEK cells and 
βarr-dependent internalization in neurons did not follow the same rank order, implying that these 
effects were agonist-specific. 
Numerous studies have established that DOPr may adopt different active conformations 
[44, 45], which differ in their signaling and regulatory properties [8, 14, 46]. The challenge now 
is to determine whether these functional differences may be exploited for therapeutic purposes. 
Answering this question requires not only the identification of novel, functionally selective 
molecules but also the ability to accurately quantify bias among different responses. Such a 
requirement has prompted the development of novel analytical tools (reviewed by Kenakin and 
Christopoulos [13]), several of which share the operational model of Black and Leff [22] as a 
common basis. However, the different methods for calculating bias make distinct assumptions 
with respect to the way the ligand, the receptor, and its signaling partners influence each other 
[12, 13, 47]. One of the methods assumes that: (1) conformations stabilized by different ligands 
may distinctively recognize/activate specific intracellular signaling partners and (2) interaction 
of the receptor with different signaling proteins may distinctively modify its affinity for different 
agonists [12, 13]. An alternative quantification approach also admits that ligand-specific 
conformations may distinctively engage different signaling partners, but assumes independence 
between ligand affinity for the receptor and receptor association with cellular proteins that 
support different signals [47]. In keeping with this assumption, the latter method provides the 
operational model with fixed affinity values and only uses operational efficacies to measure 
whether a ligand displays bias in producing two responses [47]. Such an approach has been 
successfully applied to reveal a significant bias in endomorphin-2’s efficacy to induce G protein 
activation versus βarr2 recruitment [48]. In the present study, we opted for the model which 
allows ligand affinity for the receptor to be influenced by its signaling partner(s) [13]. As a 
consequence, “functional affinity” or KA values were calculated as one of the parameters of the 




conformation(s) mediating each of the responses. The values obtained indicated that KAcAMP 
for DPDPE, SNC-80, UFP-512, and TIPP were lower than corresponding KAintern values 
(Supplementary Table 1), implying that these ligands would better recognize the receptor 
complex that is responsible for cyclase modulation than the one in which the receptor is 
associated with cellular mediators of internalization. Actually, when cyclase and internalization 
data for the different agonists were assumed to share a fixed affinity value for both responses, 
only cyclase data points could be reasonably fit by the model (Supplementary Fig. 2), 
confirming that a single affinity state could not account for functional responses assessed in this 
study. The aspect of ligand diversity that is captured by allowing the receptor to adopt distinct 
ligand affinities for different responses was incorporated into the calculation of bias by 
comparing transduction coefficients (τ/KA) instead of operational affinities for each of the 
functional readouts. 
Comparison of normalized transduction coefficients for cAMP inhibition and DOPr 
internalization in HEK293 cells showed that SNC-80 and UFP-512 displayed a significant bias 
towards cyclase signaling as compared to DPDPE. The fact that UFP-512 was more efficient in 
inhibiting cAMP production than inducing internalization confirms the notion that some partial 
agonists at opioid receptors may display signaling versus internalization bias [49, 50]. Perhaps 
more surprising was the fact that SNC-80 was also found to display similar bias as the partial 
agonist. In fact, when compared to ARM100390, SNC-80 had been characterized as a 
functionally selective ligand which preferentially induces internalization over signaling [7]. 
Different reasons could explain divergent observations between the two reports. First, the 
signaling response monitored in each of the studies was different, focusing on GTPS binding in 
one study and cyclase modulation in the other. Second, the two reports compared SNC-80 to 
different standards, namely ARM100390 and DPDPE. Third, quantification of internalization 
was different, relying on kinetic parameters in one study [7] and endpoint measurements in the 
other. Finally, cellular backgrounds used in both studies were different, with the present study 
measuring bias in HEK293 cells and that of Pradhan et al. [7] monitoring responses in brain 
tissue and cultured neurons. 
Evidence presented herein indicates that neither the magnitude of maximal 
internalization by partial agonists nor the signals mediating ligand-induced internalization were 




element in HEK293 cells and neurons, PKC and GRK2 contributed to ligand internalization 
capacity only in neurons. Since GRK2 was present and active in the sequestration of another 
HEK293-expressed receptor, it is possible that key determinants for its participation in DOPr 
internalization were either absent or occluded in this cellular background. Hence, if bias is 
considered the result of distinct interactions between ligand-specific receptor conformations and 
cellular proteins that determine response [51–53], the very existence of internalization signals 
that are present in neurons and not in HEK cells would imply that bias described for one cell 
type need not persist in another. This limitation is not necessarily exclusive to heterologous 
systems versus neurons, since molecular determinants of internalization need neither be the 
same across all neuronal populations expressing opioid receptors [7, 33]. 
Ligand ability to stabilize/recognize distinct receptor conformations constitutes the 
molecular basis of bias [24, 51]. As heterologous DOPr regulators, PKCs phosphorylate the 
receptor at a fixed residue (Ser344-independent), regardless of its occupancy [30]. As such, 
PKCs would not be expected to translate ligand-dependent conformational diversity into ligand-
specific responses. On the other hand, GRK2 is recruited to agonist-occupied receptors [41, 54] 
where it may discriminate ligand-specific receptor states [55] and establish phosphorylation 
patterns [56] that transfer this diversity to downstream internalization such as βarrs [57, 58]. 
GRK2 contribution to maximal internalization in neurons did not differ among agonists, 
preventing us from establishing a distinct rank order in ligand ability to engage this mechanism. 
On the other hand, ligand rank order to promote βarr-dependent internalization and cAMP 
inhibition were reversed for DPDPE and UFP-512 as well as for morphine and TIPP. These 
differences cannot be simply explained by saturation of maximal responses or by differential 
amplification. Thus, despite the fact that they do not provide a quantitative estimation of bias, 
they are indicative of ligand-specific ability to modulate cyclase versus DOPr internalization in 
neurons. 
In summary, we have provided quantitative evidence that DOPr agonists may display 
signaling versus internalization bias, and demonstrated that this type of functional selectivity is 
present in full and partial agonists. We have also shown that DOPr internalization mechanisms 
are cell-dependent and established that βarr-dependent internalization in neurons and inhibition 
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Figure 1. Dose–response curves showing ligand-induced changes in cAMP 
accumulation and receptor internalization. a cAMP inhibition and b DOPr internalization 
were monitored in Flag-DOPr HEK293 cells. Inhibition in cAMP production was expressed as 
% change with respect to non-treated cells, and corresponds to mean ± SEM of 6–9 independent 
experiments carried out in triplicate. DOPr sequestration was expressed as % of receptors 
present at the membrane before exposure to drugs for a period of 30 min. Values represent mean 
± SEM of 9–12 independent experiments carried out in triplicate. The main panels and insets, 
respectively, show dose–response curves generated by means of three parameter logistic 
equation or operational model as described in the Materials and methods section. Statistical 
analyses using two-way ANOVA showed an effect of drug (p < 0.0001), and effect of 
concentration (p < 0.0001) and an interaction (p < 0.0001) both for cAMP and internalization 
assays. Subsequent comparisons by one-way ANOVA with Bonferroni correction indicated a 
significant effect of concentration for all drugs for both responses except for morphine in 
internalization assays. Detailed comparisons among drugs are provided in Tables 1 and 2. 
 Figure 2. Internalization in neurons. a Cortical neurons in primary cultures expressing 
Flag-DOPr were labeled at the surface prior to exposure to different ligands (10 μM) for the 
indicated times. At the end of treatments, antibody bound to surface receptors was stripped and 
cells processed for visualization of intracellular labeling. A representative example from three 
independent time course experiments is shown. b Histograms correspond to mean intracellular 
labeling intensity quantified in neurons that were exposed to agonists or vehicle for 1 h and 
represent mean ± SEM of 13–14 independent experiments. Internalization data were analyzed 
by means of one-way ANOVA with Bonferroni correction for multiple comparisons. #p < 0.001 
as compared to vehicle; *** p < 0.001 
Figure 3. βarrs are involved in DOPr internalization in neurons and HEK293 cells. a 
Mean intracellular immunoreactivity was quantified (b) in neurons transfected with βarr specific 
or scramble siRNA and treated as above (60 min; n = 4). Two-way ANOVA revealed effect of 




0.01; *** p < 0.001 using Bonferroni post hoc tests to compare βarr-siRNA to scramble. Inset 
shows efficacy of βarr1/2 knock down. c HEK293 were exposed to SNC-80 or DPDPE as 
indicated, and sequestration expressed as % of receptors present at the membrane before 
exposure to agonists (n = 4). Two-way ANOVA revealed effect of time (p < 0.0001), DNM-
βarr (p < 0.0001) and a time × DNM-βarr interaction (p < 0.0001) for both agonists. Inset shows 
the presence of both βarr subtypes in HEK293 cells. d BRET measures were taken in HEK293 
cells expressing DOPr-YFP and βarr2-Luc. Results were expressed as mean ± SEM of net BRET 
values (n = 10). One-way ANOVA followed by Bonferroni correction revealed: * p < 0.001 as 
compared to vehicle; #p < 0.001; p < 0.001 
Figure 4. GRK2 is required for DOPr internalization in neurons but not in HEK293 
cells. a Neuronal expression of GRK2 was silenced by means of siRNA and the day of the 
experiment internalization was assessed as in previous figures. b Histograms correspond to 
mean intracellular immunoreactivity quantified in neurons transfected with specific or 
scrambled siRNA and exposed to different agonists. Results represent mean ± SEM of five 
independent experiments. Data were analyzed by means of two-way ANOVA, which revealed 
an effect of drug (p < 0.0001), siRNA (p < 0.0001), and an interaction (p < 0.0001). The 
significance of the effect of GRK2 silencing on internalization induced by different ligands was 
assessed by means of Bonferroni post hoc tests. * p < 0.001. Inset shows effectiveness of GRK2 
knockdown in neurons. c HEK293 cells stably expressing Flag-DOPr were transfected with 
indicated siRNAs, and internalization measured following incubation with SNC-80 or DPDPE. 
Results represent mean ± SEM of four independent experiments carried out in triplicate. Two-
way ANOVA analysis revealed an effect of time (p < 0.0001) for both agonists. Inset shows 
effectiveness of GRK2 knockdown in HEK293 cells 
 Figure 5. PKC activity contributes to DOPr internalization in neurons but not in 
HEK293 cells. a Cortical neuron cultures expressing Flag-DOPr were exposed to chelerythrine 
(4 μM) or vehicle and indicated ligands (10 μM) as before. b Histograms correspond to mean 
intra-cellular immunoreactivity in the presence or absence of chelerythrine (n = 4). Two-way 
ANOVA revealed an effect of drug (p < 0.0001), chelerythrine (p < 0.0001) and an interaction 
(p = 0.0012). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 following Bonferroni post hoc tests. As 




from the one used in previous figures. c HEK293 cells stably expressing Flag-DOPr were 
exposed to chelerythrine as above and internalization measured following incubation with SNC-
80 or DPDPE. Data were normalized to maximum observed in the absence of chelerythrine and 
correspond to mean ± SEM of four experiments. Two-way ANOVA analysis revealed an effect 
of time (p < 0.0001) for both agonists and a chelerythrine effect for DPDPE (p < 0.001). Dose–
response curves for d DPDPE and e SNC-80 were completed in cells treated with chelerythrine 
(4 μM) or vehicle as indicated. Data were analyzed by two-way ANOVA revealing an effect of 
concentration (p < 0.001; n = 3) for DPDPE and an effect of concentration (p < 0.001), of 
chelerythrine (p < 0.01) and an interaction (p < 0.05; n = 3) for SNC-80. 
Figure 6. PKC activation produced an increase in βarr2 recruitment and DOPr 
internalization in HEK293 cells. a HEK293 cells transiently expressing DOPr-YFP and βarr2-
Luc were pretreated with PMA (500 nM) for 60 min prior to exposure to the indicated ligands 
(1 μM) for 5 min and obtaining BRET readings. Results are expressed as mean ± SEM of 
agonist-induced changes in net BRET and correspond to five independent experiments carried 
out in triplicate. Data were analyzed by means of two-way ANOVA revealing an effect for PMA 
(p < 0.0001) and ligands (p < 0.0001). * p < 0.05; ** p < 0.001 using post hoc Bonferroni 
comparisons. b HEK293 cells stably expressing Flag-DOPr were exposed to PMA as above and 
exposed to different agonists for the indicated periods of time. Internalization was expressed as 
% of receptors present at the membrane before exposure to agonist and represent mean ± SEM 
of 4–5 independent experiments carried out in triplicate. Statistical analysis by two-way 
ANOVA revealed an effect for PMA (p < 0.0001), for ligands (p < 0.0001) and an interaction 
(p < 0.0001). Post hoc Bonferroni comparisons indicated a significant effect of PMA on each 
agonist (p < 0.05), except for morphine. 
Figure 7. Ligand rank order is not conserved for cAMP Emax values and βarr-
dependent internalization in neurons. The proportion of ligand-induced DOPr internalization 
that was blocked by interfering with the activity of neuronal βarr, PKC or GRK2 was calculated 
to establish the following rank orders: a ligand ability to engage GRK-2-dependent 
internalization (n = 5), b ligand ability to engage PKC-dependent internalization (n = 4), and c 
βarr-dependent-internalization (n = 4). Results are expressed as mean ± SEM of the percentage 




were analyzed by means of one-way ANOVA with Bonferroni correction for multiple 
comparisons and results appear in the figure. d Rank order or ligand Emax values in cyclase 
assays (n = 7–9). Results are expressed as in Tables 1 and 2, which also show details of statistical 
comparisons. 
 
Supplementary figure legends 
Supplementary figure 1.  
Time course of DOPr internalization in HEK cells. HEK293 cells stably expressing 
Flag-DOPr were exposed to different agonists (10 μM) for the indicated time periods. 
Internalization was expressed as % of receptors present at the membrane before exposure to 
agonist and represent mean ± SEM of 10 independent experiments carried out in triplicate. 
Statistical analysis by two way ANOVA revealed an effect for drug (p < 0.0001), for time (p < 
0.0001) and an interaction (p < 0.0001). Post-hoc Bonferroni comparisons indicated a significant 
effect of time for all drugs (p < 0.01), except morphine. 
 
Supplementary figure 2. 
A single affinity state could not account for cyclase and internalization responses of 
DOPr agonists. (A) cAMP accumulation and (B) DOPr internalization data were fit with the 
operational model as described in the methodology section, except that KA values for the 
agonists were fixed from published references as follows: KASNC-80: 5,75 nM; KAUFP512: 100 



























































































3.2 Deuxième publication 
3.2.1 Introduction et mise en contexte du deuxième article 
Dans le premier article, nous avons étudié l’internalisation du DOPr vu qu’elle a prédit 
dans certaines études le potentiel de l'agoniste à induire une tolérance analgésique in vivo. 
Cependant, la tolérance analgésique ne semble pas être toujours corrélée à l'internalisation des 
ROs. En effet, la valeur prédictive de l'internalisation peut également être influencée par le fait 
que les DOPrs internalisés par différents ligands ne suivent pas nécessairement le même trafic 
post-endocytique [85,374]. Plusieurs observations démontrent que la relation entre 
l’internalisation et la tolérance n’est pas linéaire. Tout d’abord, l’internalisation n’a pas toujours 
été liée à l’arrêt de la signalisation, d’autant plus qu’on démontre davantage la capacité des 
RCPG à signaliser à partir des endosomes [476,477]. En outre, la deltorphine II est plus efficace 
que le SNC-80 pour induire l'internalisation du DOPr [477], mais contrairement à ce dernier, 
elle n’induit pas le développement de tolérance analgésique [470]. Aussi, d’après le premier 
article, le DPDPE induit une internalisation du DOPr similaire à celle médiée par le SNC-80 et 
pourtant ce dernier produit plus de tolérance analgésique que le DPDPE [85]. La différence 
majeure entre le DPDPE et la deltorphine II d’une part, et le SNC-80 d’autre part est que les 
DOPrs activés par les deux premiers ligands recyclent efficacement vers la membrane 
plasmique, tandis que ceux activés par le SNC-80 sont ciblés vers la voie de dégradation 
[85,471,374]. Ces observations démontrent clairement la relation étroite entre le recyclage et la 
tolérance analgésique. Une meilleure compréhension des caractéristiques de recyclage du DOPr 
et de ses mécanismes moléculaires sous-jacents est alors nécessaire pour le développement 
rationnel d’analgésiques opiacés à efficacité prolongée.    
Traditionnellement, l'ubiquitination était considérée comme le seul signal de triage des 
récepteurs en dehors de la voie de recyclage pour les engager dans le processus de dégradation. 
Plus récemment, on a découvert de nouveaux mécanismes de triage qui dirigent les RCPG 
ubiquitinés vers la surface [478] ou qui supportent l’envoi des récepteurs non ubiquitinés vers 
les lysosomes [355]. Pour le DOPr, le GASP module un de ces mécanismes en l’excluant de la 
voie de recyclage [370]. Puisque le DOPr est capable de reycler à la membrane plasmique suite 
à son internalisation, nous nous sommes intéressés à savoir comment les DOPrs internalisés, 




recyclés. Une telle découverte sera mise en valeur si elle est corrélée avec le profil de tolérance 
analgésique, ce qui la rendra exploitable pour le développement rationnel de nouveaux 
médicaments, et c’est exactement ce que nous avons effectué dans ce deuxième article. Encore 
une fois, l’étude a été effectuée au niveau des cellules HEK293 et des neurones afin d’évaluer 
si le contexte cellulaire affectait les mécanismes de recyclage du DOPr. 
Nous avons donc commencé par l’établissement de l’itinéraire post-endocytique du 
DOPr stimulé par le DPDPE. Nous avons choisi cet agoniste, car il permet le recyclage du DOPr 
et n’induit pas le développement de tolérance analgésique, comme déjà mentionné ci-haut. En 
utilisant la technique ELISA (dosage immuno-enzymatique sur support solide) dans les cellules 
HEK293 et l’immunofluorescence dans les neurones, nous avons démontré que ni le Rab4 ni le 
rétromère n'ont contribué au recyclage du DOPr dans les deux systèmes biologiques étudiés, 
suggérant l’implication des compartiments cellulaires plus profonds dans le trafic post-
endocytique du récepteur. Nous avons établi que le DOPr recycle des endosomes tardifs vers la 
membrane plamsique en passant par le TGN en faisant intervenir la protéine ALIX et le 
complexe de récupération Rab9/TIP47. Aussi, nos observations indiquent qu’au niveau des 
neurones, la polymérisation de l'actine et l'activité de ROCK-II étaient nécessaires pour que les 
DOPrs regagnent la membrane plasmique à partir du TGN et que l’activité de la PKD était 
spécifiquement requise pour le recyclage du DOPr dans les cellules HEK293 où la 
polymérisation de l'actine et le ROCK-II ne semblaient pas y jouer un rôle.  
D’autre part, l’interférence avec l’itinéraire établi a précipité la tolérance à l'analgésie, 
indiquant que le recyclage du récepteur à partir des compartiments liés à la dégradation contribue 
au maintien de la réponse analgésique aux agonistes du DOPr in vivo. À notre connaissance, cette 
étude est la première à détailler le trajet de recyclage du DOPr et à démontrer un lien direct entre 
le recyclage du récepteur à partir de ces compartiments et la prévention de survenue de la 
tolérance analgésique. Tous ces résultats soulignent la pertinence de l’étude du trafic post-
endocytique des ROs dans le processus de criblage des nouvelles drogues.   
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Soon after internalization delta opioid receptors (DOPrs) are committed to the degradation path 
by G protein-coupled receptor (GPCR)-associated binding protein (GASP). Here we provide 
evidence that this classical post-endocytic itinerary may be rectified by downstream sorting 
decisions which allow DOPrs to regain to the membrane after having reached late endosomes 
(LE). The LE sorting mechanism involved ESCRT accessory protein Alix and the TIP47/Rab9 
retrieval complex which supported translocation of the receptor to the TGN, from where it 
subsequently regained the cell membrane. Preventing DOPrs from completing this itinerary 
precipitated acute analgesic tolerance to the agonist DPDPE, supporting the relevance of this 
recycling path in maintaining the analgesic response by this receptor. Taken together these 
findings reveal a post-endocytic itinerary where GPCRs that have been sorted for degradation 
can still recycle to the membrane. 
 
Keywords: delta opioid receptor, recycling, analgesic tolerance, trans-Golgi network, 





Displaying both higher efficacy for chronic pain management and a better side effects 
profile than analgesics activating mu opioid receptors (MOPr), delta opioid receptor (DOPr) 
ligands have emerged as an attractive alternative for pain treatment [1,2]. On the other hand, 
analgesic tolerance remains a real concern associated with DOPr agonists, justifying 
considerable efforts to understand how this side effect develops [3-5]. Efficacy to induce DOPr 
sequestration has been proposed as a predictor of agonist tendency to induce in vivo analgesic 
tolerance [2,5]. This hypothesis is supported by observations indicating that internalized DOPrs 
are rapidly committed to the degradation path both in immortalized cell lines [6,7] and in native 
neurons [8]. At the same time, and despite consistent reports of DOPrs being sorted for 
degradation [8], these receptors are also known to regain the membrane [9], resensitize [10], 
and agonists that support recycling produce minimal tolerance [3]. 
Sorting of cargo to the degradation path relies upon the endosomal sorting complex 
required for transport (ESCRT). The complex recognizes ubiquitinated receptors on the limiting 
membrane of early endosomes (EE) and transfers them into intraluminal vesicles (ILVs) of 
budding multivesicular bodies (MVBs). From there degradative cargo progresses to late 
endosomes (LEs) and lysosomes (LYS) [11]. Traditionally, ubiquitination was considered the 
single sorting signal capable of excluding receptors from bulk recycling and committing them 
to this degradation path [12]. More recently additional sorting machineries have emerged which 
either direct ubiquitinated GPCRs back to the surface [13] or that support lysosomal targeting 
of non-ubiquitinated receptors [14,15]. One of such sorting devices is the GPCR-associated 
binding protein-1 (GASP1) [7]. This cytoplasmic protein binds to the carboxy-tail of DOPrs [7], 
dopamine D2 receptors [16] and cannabinoid CB1 receptors [17] excluding them from recycling 
even before the ESCRT machinery comes into play [6,18]. 
In the present study we were interested in finding out how internalized DOPrs that are 
subject to GASP-1 action [7,18], can still recycle to the membrane. Results obtained showed 
that neither Rab4-dependent carriers nor the retromer contributed to DOPr recycling in neurons 
or immortalized cell-lines. Instead, recycling DOPrs relied on the ALG-2-interacting Protein X 
(ALIX) and the Rab9/TIP47 retrieval complex, to regain the membrane from LEs via the trans-




also precipitated analgesic tolerance, indicating that a recycling path originating from 
degradation-related compartments contributes to maintaining the in vivo analgesic response to 





DOPr recycling to the membrane is blocked by interfering with Rab7 but not retromer action 
It is well documented that DOPrs are sorted to the LYS upon internalization [7], but they 
are also known to recycle back to the surface [3,9]. Here we were interested in establishing the 
mechanism that supports membrane recovery of internalized DOPrs. To address this question 
we monitored DOPr trafficking in cortical neuron cultures. Thus, in the first series of measures, 
Flag-DOPrs were labeled with primary antibody at the neuron’s surface, cultures were exposed 
to DPDPE (10 µM, 60 min) or vehicle (0.05% DMSO) and at end of treatment cultures were 
washed to remove drugs as well as antibody that remained bound to non-internalized receptors. 
After wash a set of these neurons was immediately processed to specifically reveal intracellular 
immunoreactivity corresponding either to constitutive (vehicle) or DPDPE-induced 
internalization of surface-labelled DOPrs (Fig 1a). Another group of neurons was allowed to 
recover 60 min in the absence of ligand (Fig 1a) before revealing intracellular immunoreactivity. 
In-keeping with previous observations [3], mean intracellular labeling density was less in 
cultures that were allowed to recover from DPDPE treatment than in neurons that were fixed 
immediately after treatment (41.88 ± 2.6% reduction; p<0.0001; n=18; Fig 1b), indicating that 
receptors that had been internalized by DPDPE left the intracellular compartment upon removal 
of the agonist. In parallel, and so as to confirm that at least part of the receptors leaving the 
cytoplasm relocated to the membrane, immunoreactivity of recovered cells was assessed in non-
permeabilized neurons so as to specifically reveal DOPrs that had regained the surface (Fig 1a). 
Consistent with recycling, surface labeling was present in neurons in which Flag-DOPrs had 
been internalized by the agonist but practically absent in neurons where receptors had been 
constitutively internalized (Fig 1c). These changes in intracellular and surface labeling density 
were subsequently monitored so as to trace a “functional itinerary” for recycling DOPrs. 
Recycling cargo may first exit the endosomal compartment from a network of tubules 
where structures decorated with Rab4 and Rab5 or Rab4 and Rab11 respectively support fast 
and slow recycling [19].  The possibility that DOPr recycling involved these structures was ruled 
by the observation that recovery from DPDPE treatment caused similar changes in intracellular 




(Rab4N121I) [20] and its empty vector (Supplementary Fig. 1a and Supplementary Table 1). 
This same mutant was also without effect in HEK cells, where similar proportion of internalized 
receptors recycled to the membrane whether Rab4N121I was transfected or not (Supplementary 
Fig. 1b). 
Cargo that is not recycled through the tubular network is progressively sorted to 
degradation [21], a mechanism which effectively operates on DOPrs [18]. However, DOPrs 
could be rescued back to the membrane before entering the degradation path through 
coordinated action of Rab7 [22] and the retromer [23], which together retrieve cargo from the 
endosomal compartment to the TGN. Hence, to determine whether recycling DOPrs left the 
endosomal compartment at this sorting station, we assessed consequences of interfering either 
with Rab7 or retromer function. We first observed that in neurons transfected with the inactive 
Rab7 mutant (Rab7N125I), DOPrs internalized by DPDPE remained trapped within the 
cytoplasm during recovery from treatment, as indicated by similar intracellular labeling density 
in agonist-treated neurons which were allowed to recover from agonist exposure (45.3 ± 2.6 
arbitrary units) and those that were fixed immediately after internalization (47.8 ± 2.5 arbitrary 
units; p˃0.05; n=18; Fig. 2a). Moreover, neurons expressing inactive Rab7 also failed to display 
increase in Flag-DOPr surface labeling (Fig. 2a and Supplementary Table 1), confirming that 
interfering with Rab7 function prevented internalized DOPrs from recycling to the surface.  
Rab7 contributes to recruit the retromer’s cargo selective complex 
(VPS26/VPS29/VPS35) to the endosomal membrane. Hence to establish the specific 
contribution of the retromer to DOPr recycling, VPS35 was silenced. Interestingly, and despite 
visible depletion of VPS35 by siRNA, DOPr recycling was not affected, as indicated by two 
complementary observations: i) the proportion of intracellular labeling lost during recovery 
from DPDPE exposure was similar in neurons transfected with scrambled- and VPS35-siRNA 
(% reduction of intracellular fluorescence: 48.28 ± 5.4% in scrambled-siRNA; 58.31 ± 4.4% in 
VPS35 siRNA, n=18, p =0.16; Fig. 2b , and ii) independent of VPS35 silencing DOPr labeling 
reappeared at the membrane upon removal of the agonist (Fig. 2b and Supplementary Table 1). 
This lack of effect of VPS35 silencing on membrane recovery of DOPrs was in stark contrast 
with the inhibition of β2ARs recycling (Supplementary Fig. 2a and 2b, Supplementary Table 
1), which are known to regain the membrane through a mechanism requiring the retromer’s 




expression of VPS35 in HEK cells had similar effects on DOPr recycling as observed in neurons, 
the Rab7 mutant reducing membrane recovery of internalized receptors by ~49% 
(Supplementary Fig. 2c), and VPS35 silencing producing no effect (Supplementary Fig. 2d). 
Thus, observations obtained in two different cell types indicated that DOPr recycling required 
Rab7 but not the retromer.  
 
DOPr recycling to the membrane requires the LE to TGN retrieval complex Rab9/TIP47 
Because inactive Rab7 mutants block cargo progression from EEs to Les [25,26], 
inhibition of DOPr recycling by Rab7N125I implies that receptors must progress to LE to regain 
the membrane. To corroborate this notion, we determined whether retrieval mechanisms which 
normally rescue LE cargo from lysosomal degradation could possibly contribute to surface 
recovery of internalized DOPrs. One of such mechanisms involves the Rab9-TIP47 complex 
which retrieves manose-6-phosphate receptors (M6PRs) in LEs to the TGN [27,28]. Therefore, 
we started by assessing how individual silencing of each component influenced DOPr recycling. 
We observed that the proportion of intracellular immunoreactivity that disappeared from the 
neuron cytoplasm during recovery from DPDPE treatment dropped from 40 ± 5% in scrambled-
transfected controls, to 25.5 ± 4% in cultures transfected with Rab9-siRNA (n=18, p=0.0364; 
Fig. 3a), while recovery of membrane labeling was concomitantly reduced by Rab9 silencing 
(Fig. 3a, Supplementary Table1). Silencing of TIP47, the cytoplasmic effector of Rab9 [27], 
similarly reduced DOPr recycling in neurons (Fig. 3a, Supplementary Table1), and silencing of 
both partners also interfered with membrane recovery of internalized DOPr in HEK cells (Figure 
4a and 4b), pointing to the Rab9-TIP47 complex as a conserved player in DOPr recycling.  
DOPrs that arrive to LEs are located for the most part in ILVs [6, 18]. Their location in 
the LE lumen brings up the question how do DOPrs become available at the limiting membrane 
for recovery by the cytoplasmic Rab9-TIP47 complex. It is well documented that ILVs and the 
limiting endosomal membrane normally undergo iterative cycles of fission and back-fusion [29] 
regulated by lyso-bis-phosphatidic acid (LBPA) and the ESCRT accessory protein ALIX [30]. 
Hence, it stands to reason that DOPrs in ILVs may rely on back-fusion for their recycling to the 
membrane. To verify this possibility, we assessed whether DOPr recycling was modified by 
interfering with ALIX’s expression. Consistent with our reasoning, silencing ALIX left 




prevented the receptor from reappearing at the neuron’s surface after recovery from DPDPE 
treatment (Supplementary Table1) and also reduced maximal DOPr recycling in HEK cells (Fig. 
4c).  
 
Recycling DOPrs reach the membrane from the TGN  
 Having established that DOPr recycling relies on a mechanism which normally retrieves 
non-signaling cargo from LEs to the TGN, we then sought to determine whether recycling 
DOPrs reached the membrane from this compartment. First, we used confocal microscopy to 
assess the distribution of internalized DOPrs in relation to a resident TGN protein, TGN46. We 
observed that immediately after DPDPE treatment was finished, DOPrs in the neuron soma 
colocalized with TGN46 (Supplementary Fig. 3a).  
TGN cargo traffics to the surface through carriers that bud from trans-golgi cisternae and are 
guided to the membrane by means of the cytoskeleton [31]. Since TGN budding and carrier 
fission are temperature-sensitive [32], we first assessed if allowing rat cortical neurons to 
recover from DPDPE exposure at 20oC rather than 37oC would influence DOPr recycling. 
Reducing temperature to 20oC during recovery from DPDPE treatment caused internalized Flag-
DOPrs to remain trapped within the cytoplasm while the amount of labelling reappearing at the 
membrane was reduced (Fig. 5a, Supplementary Table 1). This was not the case for internalized 
MOPrs (supplementary Fig. 4a, Supplementary Table 1), which unlike DOPrs reach the surface 
from superficial compartments [33].   
From a biochemical standpoint, carrier formation at the TGN relies upon ADP 
ribosylation factor 1 (ARF1) [31], which in neurons recruits and activates effectors such as actin 
polymerization factors [34]. In keeping with this mechanism and further supporting the idea that 
recycling DOPrs regain the membrane from the TGN, transfection with an inactive ARF1-T31N 
mutant (Fig. 5b) or treatment with actin polymerization blocker cytochalasin D (10 µM; Fig. 
6a) [35], prevented internalized DOPrs from leaving the neuron cytoplasm and regaining the 
surface (Fig. 5b, Fig. 6a and supplementary Table 1) during recovery from DPDPE treatment. 
It has also been documented that actin-dependent fission of TGN carriers in neurons requires 
LIMK1 activity [36] and that in the TGN this kinase is activated via Rho-associated coiled-coil 
containing protein kinase-II (ROCK-II) [37]. When introduced during recovery from DPDPE 




within the neuron soma (Fig. 6b) and accumulate with TGN46 (Supplementary Fig. 3b). 
Admittedly, decrease in temperature, ARF1 inactivation and interfering with actin 
polimerization may each affect other pathways in addition to TGN to membrane transport, but 
their shared ability to interfere with surface recovery of DOPrs allows to conclude that these 
receptors take the TGN export route on their way to the membrane.     
Interestingly, and despite being sensitive to temperature block (Supplementary Figs. 5a 
and 5b) as observed in neurons, DOPr recycling in human HEK cells was neither modified by 
Y-27632 (10 µM; Supplementary Fig. 5c) or cytochalasin D (10 µM; Supplementary Fig. 5d). 
On the other hand, recycling in HEK cells was sensitive to CID755673 (20 µM), a blocker of 
carrier biogenesis by protein kinase D [35] (Supplementary Fig. 5e), which was without effect 
in rat neuron cultures (Supplementary Fig. 4b). Hence, while the core mechanism which 
retrieved DOPrs from LEs to the TGN was conserved across cell types, translocation of the 
receptor from the TGN to the membrane was cell-type specific, depending on actin and ROCK 
activity in neurons and PKD in HEK cells.   
Finally, because analgesic responses are directly influenced by ligand ability to support 
DOPr recycling [3,4], it was of importance to determine whether the described recycling 
itinerary was relevant to in vivo DPDPE responses. To address this issue, the antiallodynic effect 
of two equal and consecutive doses of DPDPE (2 x 10 nmol; i.t.) were assessed in rats that were 
injected either with Y-27632 (20 μg/ 20 μl; i.t.) or saline prior to the agonist. The increase in 
threshold for mechanical allodynia that was observed after the first DPDPE injection was similar 
in rats pretreated with saline or ROCK inhibitor Y-27632 (Fig. 7). In contrast, the second 
DPDPE injection induced analgesia in rats that had received saline but failed to do so in animals 





By targeting receptors for degradation or directing them back to the membrane, post-
endocytic sorting may considerably influence receptor signaling. For GPCRs this sorting step 
has been traditionally associated with structures originating in early endosomal compartments 
and, once the decision taken the receptor in question is thought as committed either to recycling 
or degradation. Here we report a sorting scheme where DOPrs that are sorted to the degradation 
path [6-8] can be retrieved from LEs to the TGN, from where they recycle to the membrane 
completing an itinerary that is necessary for a sustained analgesic response. The core machinery 
retrieving DOPrs from LE to TGN was conserved in HEK cells and neurons, but TGN-
membrane targeting relied upon cell type-specific mechanisms.   
Several of our observations indicate that DOPr recycling takes place after sorting for 
degradation. First, Rab4 and retromer-dependent mechanisms (VPS35) that are classically 
associated with cargo recovery before sorting to ILVs [20,23,26], did not take part in DOPr 
recycling. Second, observations obtained with an inactive Rab7 mutant additionally pointed to 
LEs as the site where DOPrs were redirected back to the membrane. Indeed, Rab7 has been 
proposed as a mechanism of progression from early to late endosomal compartment [22,39]. 
Studies using inactive forms of Rab7 (e.g.: Rab7N125I) [26,40] and more recently siRNA 
silencing studies [41], have shown that interfering with Rab7 activity traps cargo typically 
destined to LEs within structures labeled with EE markers. Thus inhibition DOPr recycling by 
Rab7N125 is consistent with these observations, and indicates that receptors must progress from 
EEs to LEs before they can regain the membrane. The lack of effect of VPS35 silencing 
additionally excluded the possibility of DOPrs being sorted for recycling before progressing 
into MVBs. Finally, DOPr recycling required Rab9 and TIP47, both of which rescue M6PRs to 
the TGN before LEs fuse with LYS [27,28]. While Rab9 mediates the actual transport of 
vesicles from LE to the TGN [42], TIP47 helps stabilize [43] and maintain active Rab9 on the 
LE membrane [44]. Reciprocally, direct interaction with Rab9 is responsible, at least in part, for 
TIP47 recruitment to the endosome [44], all of which explain how silencing of either protein 
may functionally interfere with DOPr recycling from LEs. M6PRs were previously shown to 
directly interact with TIP47 [27] through sequences that are absent in DOPrs. However, direct 




Together with Rab9/TIP47, DOPr recycling required the ESCRT accessory protein 
ALIX [29,30,45]. Relying on ALIX for recycling is in marked contrast with the role this protein 
has in sorting PAR1 receptors into ILVs and directing them to degradation [45]. However, in 
addition to sorting cargo into ILVs, ALIX has other functions [29,46]. One of such roles is 
supporting back fusion of ILVs to the endosomal limiting membrane, a mechanism that is used 
by different pathogens to enter the cytoplasm after traveling concealed within ILVs [47]. It is 
possible then that similar to these infection agents DOPrs in ILVs rely upon ALIX’s back-fusion 
properties to regain the limiting membrane and become once again available for Rab9/TIP47 
retrieval and translocation to the TGN. Figure 8 shows a schematic representation of the 
proposed recycling path. The mechanism of how a cytoplasmic protein like ALIX, with no 
access to LE lumen, may promote the fusion of ILVs with the endosomal limiting membrane 
remains to be fully understood. A possibility that has been previously suggested is that by 
binding to LBPA and ESCRT-III on the cytoplasmic leaflet ALIX may reorganize the 
composition of the luminal portion of the endosomal bilayer, increasing the probability of ILV 
docking [29]. Another, not necessarily exclusive possibility is that ALIX could divert DOPrs 
away from LEs into a non-degradative compartment from where they can be retrieved by the 
Rab9/TIP47 complex and recycle back to the membrane. This possibility is reinforced by recent 
observations indicating that ALIX redirects non-ubiquitinated, stress-stimulated EGFRs away 
from the canonical degradation path and into melanosome precursors [46]. Ligand-activated 
EGFRs lacking all lysine residues were similarly sorted into these multilaminar structures that 
do not fuse with LYS, suggesting that absence of ubiquitination could serve as a diversion signal 
recognized by ALIX [46]. DOPrs resemble stress-activated EGFRs in the sense that they can be 
sorted into ILVs without ubiquitination [6].    
LEs normally function as sorting platforms for M6PRs [48] and for the endopeptidase 
furin [49], but this compartment had not been previously associated with GPCR recycling to the 
cell surface. ALIX and the Rab9/TIP47 complex were essential for DOPr recycling both in HEK 
cells and neurons, indicating a conserved mechanism of LE retrieval for this GPCR. On the 
other hand, PKD activity was specifically required for DOPr recycling in HEK cells while 
recycling of neuronal receptors relied upon actin polymerization. Mechanisms of TGN to 
membrane export are multiple and distinctively engaged depending on cell type and specific 




locally organize a specialized set of actin filaments which support routing of TGN cargo to the 
membrane [36,37]. Our observations that actin polymerization (rather than PKD activity) and 
ROCK-II activity were required for neuronal DOPrs to recycle to the membrane is consistent 
with such mechanisms of TGN to membrane transport and in-keeping with a recent report where 
ROCK-II, LIMK1 and cofilin modulation of the actin cytoskeleton were required for DOPrs to 
exert sustained Cav2 channel modulation in DRG neurons [50]. 
In addition to blocking recycling, interfering with ROCK activity precipitated acute 
analgesic tolerance to DPDPE, pointing to the functional relevance of the described recycling 
itinerary in maintaining the analgesic response to the agonists. Previous studies showing marked 
analgesic tolerance for the non-recycling ligand SNC-80 [3,8] but not for DPDPE, support an 
inverse relation between DOPr recycling and ligand potential for inducing tolerance [3]. Ligand-
specific patterns of recycling have been attributed to differences in ligand susceptibility to 
endosomal peptidases [4] and to differential stability of DOPr-βarr2 association [3]. In light of 
the present results it is tempting to speculate that the sustained βarr2 association to DOPrs could 
prevent organization of a recycling complex between Rab9/TIP47 and the receptor.  
In summary, our findings show that retrieval mechanisms which normally rescue non-
signaling cargo from imminent lysosomal degradation can also operate on signaling GPCRs. By 
acting in series with the ESCRT machinery, the Rab9/TIP47 retrieval complex allowed DOPrs 
that had progressed well into the degradation path to translocate to the TGN, from where they 






DNA constucts, cell culture and transfections 
DNA constructs 
Murine DOPrs, murine MOPrs and human β2ARs tagged with Flag epitope at the N 
terminus [7,51] were kindly provided by Dr. M. von Zastrow (University of California at San 
Francisco, San Francisco, CA). Rab4-N121I-GFP [20] and Rab7-N125I-GFP [25] were gifts 
from Dr. T. Hebert (McGill University, Montreal, Quebec) and ARF1T31N-HA was provided 
by Dr. A. Claing (University of Montreal, Montreal, Quebec) [52].  
Primary neuronal cultures 
Primary neuronal cultures were prepared from rat postnatal prefrontal cortex (P0-P2) as 
previously described [3]. Briefly, pups were cryoanaesthetized, brains removed and transferred 
into ice-cold dissociation solution (NaS04 90mM; K2SO4 30mM; MgCl2 5.8mM; CaCl2 
0.25mM; HEPES 10mM; glucose 20mM; pH 7.4). Prefrontal cortex was dissected, digested in 
papain solution (20U/ml; 40min at 37°C and the product passed through Pasteur pipettes of 
progressively decreasing diameter for mechanical dissociation. The suspension obtained was 
centrifuged, cells were then resuspended and diluted to a density of 2.5 million/ml, before being 
plated on glass coverslips pre-coated with collagen/polyL-lysine (each at 0.1mg/ml). Culture 
proceeded in supplemented Neurocell medium (B27 4%; 100U/ml penicillin–streptomycin; 
Glutamax 2%; FBS 10%) for 24h. Coverslips were then transferred to a six-well plate containing 
2ml of Neurocell medium/well and transfected with indicated receptor, dominant negative Rab 
or ARF1 DNA constructs, using a calcium phosphate transfection protocol as previously 
described [3]. For siRNA experiments, neurons were transfected with ON‑TARGETplus, 
SMARTpool siRNA (100pmol/well, Dharmacon) as indicated by manufacturer, 24h after DNA 
transfection, using Dharmafect (Dharmacon) as transfection agent. Experiments were carried 
out 72h post siRNA transfection and knockdown was verified by Western-blot analysis as 
described in Nagi et al, 2015 [53]. 
Immortalized cell lines  
HEK293 cells (ATCC) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
supplemented with 10% fetal bovine serum and 2mM L-glutamine (Multicell). Clones stably 




as selection agent, as previously described (Invitrogen) [54]. ON‑TARGETplus SMARTpool 
siRNA was transfected onto stable cell-lines at 30-80% confluence in 6 (100pmol) or 24 
(25pmol) well plates using Dharmafect, 24h post plating and 72h before experimentation. For 
transient expression of recombinant protein, transfections were done 48h before the experiment 
using polyethylenimine (Polysciences) according to a previously published protocol [55].  
Immunofluorescence  
Labeling and quantification of DOPr trafficking in neurons 
Immunolabeling of surface receptors for quantification of trafficking was done as 
previously described [3]. Briefly, Flag-DOPrs, Flag-MOPrs or Flag-β2ARs cultures were 
incubated at 37oC with Neurocell medium containing Ca2+-dependent mouse anti-Flag M1 
antibody (1:100; Sigma). After 30 min incubation with the antibody, vehicle (0.05% DMSO in 
Neurocell) or agonist (DPDPE, DAMGO (10μM), or isoproterenol (1μM)) were added  to the 
medium for 60min at the end of which cultured neurons were washed once in calcium-free PBS 
and then in PBS, all at 37°C. Half of the cultures were immediately fixed with 4% PFA, 
permeabilized with PBS/0.1%Triton (20 min at RT), blocked with PBS/BSA 1% (10min at RT) 
and incubated with secondary antimouse Alexa 488-conjugated donkey antibody (1:1000; 
Invitrogen, A21202). The other half of cultured neurons were allowed to recover for 60 min in 
the absence of ligand before a second round of calcium-free PBS wash was completed before 
fixation, permeabilization and incubation with secondary antibody. This procedure ensured 
removal of the antibody bound to Flag-DOPrs still present at the surface, and the exclusive 
labeling of receptors that were retained intracellularly after internalization or recovery [56]. 
Another set of neurons was similarly treated with agonist or vehicle and then allowed to recover 
for 60 min. At this time, they were fixed and incubated with secondary without permeabilization, 
so as to exclusively reveal Flag-DOPrs that reappeared at the surface during recovery from 
internalization. Recycling was thus established by taking two independent measures: i) 
cytoplasmic labeling density (CLD) lost during recovery from treatment and ii) difference in 
surface labeling density (SLD) between neurons that were allowed to recover from constitutive 
(vehicle) or agonist-induced internalization. A schematic representation of the experimental 




Cytoplasmic and surface labeling densities were quantified with ImageJ using a 
previously described method [57], with small modifications [3]. Thus, total CLD was obtained 
by measuring fluorescence intensity within the region confined between the external and nuclear 
perimeters (Supplementary figure 6a), and dividing this value by the corresponding area. Total 
SLD was defined by calculating the ratio of fluorescence measured within internal and external 
perimeters of surface-labeled neurons (Supplementary figure 6b), and the corresponding area. 
Nuclear labeling density (fluorescence within nuclear perimeter/nuclear area) was considered 
background, and subtracted from total density values just described. Contours defining each of 
the regions of interest were first drawn on brightened images, and once the trace completed 
brightness was reset to acquisition conditions, so as to quantify fluorescence intensity. Images 
were acquired with a FluoView 1000 confocal laser-scanning microscope (Olympus) using a 
60X objective. Gain was set for each independent experiment, using calibration slides. These 
consisted of vehicle- or DPDPE-treated cultures processed for intracellular labelling. 
Calibration was done by adjusting gain so as to minimize saturation in the internalization slide 
while still being able to visualize intracellular labeling in the vehicle slide. Once the parameters 
were set they were kept constant across all conditions in the same experiment, to ensure that 
differences in labelling density represented differences in receptor density.   
For experiments in which neurons were treated with cytochalasin D (10μM) or Y-27632 
(10μM) (Selleckchem, product number # S1049), treatment drugs were introduced immediately 
after agonist washout and remained present in the incubation medium throughout recovery. 
CID755673 (20μM) was introduced 24h before the day of experiment and remained present 
throughout internalization and recovery process. In neurons where Flag-DOPrs were co-
expressed with dominant negative mutants, the receptor was revealed using antimouse Alexa 
594-conjugated goat antibody (1:1000; RT; 60min, Invitrogen, A11005). Rab4-N121I-GFP and 
Rab7-N125I GFP-tagged mutants were directly visualized while ARF1-T31N-HA was labeled 
with rabbit anti-HA primary antibody (1:500, Santa Cruz, sc-805) and antirabbit Alexa 488-
conjugated goat antibody (Invitrogen, A11034).  
DOPr co-localization with compartment markers in neurons 
Flag-DOPrs were labeled with anti-Flag M1 antibody (1:500; Sigma) and then processed 
as above, in order to reveal receptors internalized in vehicle or DPDPE-treated cultures (10µM, 




Neurons were then fixed, permeabilized, and blocked with PBS/BSA 1% before incubation for 
60 min at RT with antibody for TGN46 (rabbit, 1:1000, Millipore). Cultures were then washed 
3 times in PBS and secondary, Alexa-conjugated antibodies (1:1000) were added to reveal 
TGN46 and Flag-DOPrs. Colocalization images were acquired using an SP8 HyVolution point 
scanning confocal microscope at 60X magnification. 
DOPr co-localization in HEK cells 
Membrane Flag-tagged DOPrs were labelled with first antibody as above, followed by 
introduction of vehicle or DPDPE (1µM; 37 °C) for 30 minutes. Treatment was stopped by ice-
cold washes with normal or calcium-free PBS to exclusively label either membrane DOPrs or 
receptors that had been internalized. Cells were then fixed with 3% PFA (15min, RT), 
permeabilized with 0.1% Triton X-100 (15min) and blocked in PBS/BSA1%. Corresponding 
fluorescence-conjugated secondary antibody Alexa 594 (1:1000; RT; 60min) was added. Rab4-
N121I and Rab7-N125I GFP-tagged mutants were directly visualised. Images were acquired 
using a FluoView 1000 confocal laser-scanning microscope (Olympus) using a 60X objective. 
Quantification of DOPr trafficking in HEK293 cells 
The amount of receptors recycling to the surface was assessed using a previously 
published ELISA-based method [3]. HEK293 cells expressing Flag-DOPrs, Flag-MOPrs or 
Flag-β2ARs were grown on 24-well polylysine-coated plates. One hour before inducing 
internalization with a single dose of DPDPE, DAMGO or Isopreoterenol (1μM; 30min), protein 
synthesis was blocked with 10µM cycloheximide that remained present throughout the duration 
of the assay. At the end of the internalization period, the agonist was removed by washing three 
times with DMEM at 37°C. Cells were allowed to recover at either 37°C or 20°C in agonist-
free medium (DMEM/HEPES/cycloheximide) for the indicated time periods. In experiments 
assessing the effects of different blockers on recycling these were introduced upon agonist 
removal and allowed to remain present throughout recovery. Experiments were stopped by 
addition of cold PBS, cells fixed for 15min at 4°C in PFA (3%), followed by blocking of non-
specific binding with PBS/BSA 1%/CaCl2 1mM at RT for 30min. Cells were subsequently 
incubated with anti-FLAG M1 antibody (1:1000) for 1h (RT), washed three times and incubated 
with peroxidase-conjugated (HRP) anti-mouse antibody (1:5000; Amersham Biosciences) for 
30min. After extensive washing, 200μl of the HRP substrate o-phenylenediamine 




was allowed to proceed for 8 min and stopped using 50μl of 3N HCl. 200μl of the reaction mix 
was evaluated for optical density (OD) at 492nM in a microplate reader (Victor3; PerkinElmer). 
OD readings correspond to the signal generated by receptors at the cell surface. Wells that had 
more than 30% cell loss during experiment were excluded from the analysis. The total amount 
of surface receptors internalized by agonist (IT) was calculated by subtracting OD obtained in 
the presence of agonist from the OD obtained in the absence of agonist. The amount of 
internalized receptors that recycled back to the surface were calculated by subtracting the OD 
value for surface receptors remaining after recycling from the OD remaining after 
internalization for each condition, and expressed as percentage of IT.  
Animal procedures and behavioral measures  
Animals 
Adult male Sprague-Dawley (SD) rats, weighing 175-200g, were purchased from 
Charles River laboratories (St Constant, Qc, Canada) and housed in a controlled environment 
on a 12h dark/light cycle with a free access to food and water. All procedures were approved by 
the animal care ethic committee of the Université de Sherbrooke (protocol number # 234-14) 
and conducted according to policies and directives of the Canadian Council on Animal Care and 
the International Association for the Study of Pain guidelines for pain research on animals.  
Inflammatory Pain 
Unilateral inflammation was induced by intra-plantar administration of 100µl emulsified 
complete Freund’s adjuvant (CFA) into the right hind paw of SD rats under brief isoflurane 
anesthesia. CFA was prepared by emulsion of equivalent volume of oil (Calbiochem, catalog 
number #344289) and 0.9% sterile saline solution. The volume injected contained 
approximately 50μg of lyophilized bacterial membrane (Mycobacterium butyricum). Pre-
established exclusion criteria included: i) abnormal paw edema or inflammation, necrosis, scar 
formation; ii) absence of CFA-induced mechanical allodynia at baseline; iii) more than 10% 
loss in body weight and iv) premature death. 
Two animals were excluded in this study, one died before testing the other failed to show CFA-
induced allodynia. The experimenter was not blinded to treatment or outcome, but was unaware 
of the cellular results which precluded any expectation about behavioural outcome.  




Animals were acclimatized to plexiglas enclosures and the mesh floor 1-3 days prior to 
behavioral testing. Animals were randomly divided into two groups before the first habituation 
period. 50% mechanical paw withdrawal thresholds were assessed before and 72h after CFA 
administration using Von Frey hair filaments as described in Chaplan et al., 1994 [58] [479] 
[479] [479] [479] [478] [478] [479] [478] [477] [476] [477] [477] [477] [476] [474] [473] [473] 
[472] [472] [472] [472] [472] [472] [471] [471] [471] [471] [471] [471] [469] [468] [467] [467] 
[467] [469] [469] [467] [466] [467] [467]. Animals were then injected intrathecally either with 
the selective ROCK1 inhibitor Y-27632 at a dose of 20μg/20μl or sterile saline solution. Two 
hours later, they were intrathecally injected with 10nmol DPDPE alone or mixed with Y-27632 
(20μg) in a 20μl final volume, following which they were tested with Von Frey hair filaments 
every 15 minutes during. Once threshold levels returned to pre-treatment values rats received a 
second i.t. administration of DPDPE at the same dose as the first injection to evaluate tolerance 
development.  
Statistical analyses 
Neurons.- Analyses were done in ‘R’ [59]. Comparisons in surface labeling between 
neurons that were allowed to recover from agonist treatment vs neurons recovered from 
exposure to vehicle (0.05% DMSO) were done by two-tailed, non-paired Student’s t test (‘R 
code’: t.test(data values~treatment, data=u[u$gene==g,], paired=F, alternative="two.sided). 
Differences in intracellular labeling were analyzed by ANOVA, using Tukey’s for post-hoc 
comparisons.  One-way ANOVA was used when the effect of different treatments introduced 
during recovery was assessed (‘R code’: v <- aov(formula = data values ~treatment, 
data=u[u$gene==g,]); tk<-TukeyHSD(v)). When the effect of silencing different trafficking 
proteins was determined, two-way ANOVA was used. (‘R code’: v <- aov(formula = data 
values ~ treatment * siRNA silencing effect, data = u[u$gene == g, ]); tuk<-TukeyHSD(v)). 
HEK cells.- For kinetic curves, data were fit by nonlinear regression, and parameters 
describing curves for different conditions were compared with ‘extra sum of squares F test’ 
using Graphpad 6. For comparisons of single time points (e.g.:  β2AR recycling ± siRNA 
VPS35) or for two time points (e.g.: DOPr recycling ± siRNA TIP47; DOPr recycling ± siRNA 
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Figure 1. Quantification of DOPr recycling in neurons  
Cortical neurons transfected with Flag-DOPrs were incubated with primary antibody prior to 
exposure to either vehicle (0.05% DMSO) or DPDPE (10 µM, 60 min). By the end of treatment 
drug or vehicle were washed-out and antibody bound to remaining surface receptors stripped. 
At this time one set of cultured neurons was immediately processed for intracellular or surface 
labeling (no recovery) to respectively reveal internalized receptors appearing in the intracellular 
compartment or disappearing from the surface. Another set of neurons similarly exposed to 
drug/vehicle were allowed to recover 60 min in the absence of ligand (recovery) before 
exclusively revealing internalized receptors that remained trapped in the cytoplasm during 
recovery from treatment or receptors that regained the surface. Dotted white lines delimit 
regions of interest that were quantified. Scale bar, 50 µm (a). Histograms show intracellular 
labeling density ± SEM (arbitrary units) in neurons labeled immediately after treatment, or 
neurons that were allowed to recover (n=18 neurons cultured from pups in three different litters). 
Corresponding scatter plots in red show sample dispersion. Statistical significance was 
established by one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test which revealed that 
intracellular labeling following internalization and recovery were different among themselves 
and from labeling in vehicle-exposed neurons (p<0.0001) (b). Histograms and corresponding 
scatter plots show surface labeling density following 60 min recovery from exposure to DPDPE 
or vehicle (arbitrary units, n=18). Statistical comparison using non-paired, Student’s t test (c).  
 
Figure 2. DOPr recycling is independent of the retromer’s cargo selective complex but 
blocked by inactive Rab7 
Cortical neurons were transfected with Flag-DOPrs (red) and pcDNA3 or Rab7N125I 
(green) as indicated, treated and processed as in Fig 1. Upper panels show images illustrating 
intracellular labeling immediately after end of indicated treatment, lower panels show 
intracellular and surface labeling in DPDPE-treated cells that were allowed to recover (60 min) 
in the absence of agonist. Scatter plots and histograms (mean ± SEM; n=18) correspond to 
intracellular labeling density in neurons processed immediately after DPDPE treatment, and 




way ANOVA followed by Tukey’s posthoc test revealed significant reduction of intracellular 
labeling following recovery in neurons transfected with pcDNA3 (**p < 0.001) but not in 
Rab7N125I-transfected cells. Scale bar, 50 µm (a). Cortical neuron cultures transfected with 
Flag-DOPrs and either scrambled (Scr-) or VPS35 siRNA, were labeled, treated and processed 
as above to produce scatter plots and histograms (mean ± SEM; n=18) corresponding to 
intracellular and surface labeling density. Comparisons by two-way ANOVA followed by 
Tukey’s posthoc test revealed significant reduction of intracellular labeling following recovery 
in scrambled and VPS35 siRNA conditions ( *** p < 0.0001; n=18) (b). 
 
Figure 3. The Rab9/TIP47 retrieval complex and ESCRT accessory protein ALIX allow 
DOPrs to recycle back to the membrane in neurons 
Cortical neuron cultures transfected with Flag-DOPrs, scrambled-, Rab9 or TIP47 
siRNA were labeled and treated as described in Fig 1. Scatter plots and histograms (mean ± 
SEM, n=18) show intracellular labeling density obtained immediately after DPDPE treatment 
or following recovery from agonist exposure. Comparisons by two-way ANOVA followed by 
Tukey’s post-hoc test revealed that following recovery from DPDPE treatment intracellular 
labeling was reduced in neurons transfected with scrambled (***p˂0.0001) but not with Rab9 
siRNA (p = 0.0952), nor TIP47 siRNA (p = 0.7349) (a). Cortical neuron cultures transfected 
with Flag-DOPrs and either scrambled (Scr-) or ALIX siRNA, were labeled, treated and 
processed as above to produce scatter plots and histograms (mean ± SEM; n=18) corresponding 
to intracellular labeling density. Comparisons by two-way ANOVA followed by Tukey’s post-
hoc test revealed significant reduction of intracellular labeling following recovery in scrambled 
(*** p < 0.0001) but not ALIX siRNA-transfected cultures (p = 0.4793) (b). 
 
Figure 4. DOPr recycling by Rab9/TIP47 and ALIX is conserved in HEK293 cells 
HEK293 cells expressing Flag-DOPr were transfected with scrambled-, Rab9- (a) or 
TIP47-siRNA (b), and recycling evaluated following 30 min and 60 min recovery from DPDPE 
treatment. Results were expressed as % of maximal recycling observed in scrambled-transfected 




comparisons revealed an effect of Rab9 siRNA (p =0.0041) and an effect of TIP47 siRNA (p 
=0.0217). HEK293 cells expressing Flag-DOPr were transfected with scrambled or ALIX 
siRNA and recycling was evaluated. Results were expressed as % of maximal recycling 
observed in scrambled-transfected controls and correspond to mean ± SEM (n=4). Curves were 
fit to one phase exponential kinetics and plateaux for scrambled and ALIX siRNA conditions 
were compared using ‘extra sum of squares F test’ revealing a significant difference: plateau 
scrambled= 94.08 ± 9.12, plateau ALIX siRNA= 66.97 ± 6.87, p = 0.0462) (c).  
 
Figure 5. DOPrs recycle to the membrane from the TGN. 
Cortical neuron cultures transfected with Flag-DOPrs were first labeled and then treated 
with DPDPE (10 µM, 60 min) as in previous figures. At the end of treatment cells were either 
immediately processed for intracellular labeling (upper panel) or allowed to recover from 
treatment (60 min) either at 37oC or 20oC before revealing intracellular or surface labeling as 
indicated in lower panels. Scatter plots and histograms show intracellular labeling density (mean 
± SEM; n=18) obtained immediately after treatment or following recovery (60 min) as indicated. 
One-way ANOVA, followed by Tukey’s comparisons revealed that there was a significant loss 
of intracellular labeling in cells that recovered from treatment at 37oC but not in those that 
recovered at 20oC as indicated in the figures (a). Cortical neurons were transfected with Flag-
DOPrs (red) and pcDNA3 or ARF1-T31N (green) and exposed to vehicle or DPDPE as before. 
Scatter plots and histograms (mean ± SEM; n=18) represent intracellular labeling density in 
neurons processed immediately after treatment, or neurons that were allowed to recover. 
Statistical comparisons by two way ANOVA followed by Tukey’s posthoc test revealed 
significant reduction of intracellular labeling following recovery in pcDNA3 (**p˂0.001) but 
not ARF1-T31N-transfected cells. 
 
 




Cortical neuron cultures were labeled, treated and processed as in previous figures and 
allowed to recover from DPDPE treatment in presence or absence of cytochalasin D (10 µM; 
n=18) (a) or Y-27632 (20 µg/20 µl; n=18) (b). Scatter plots and histograms (mean ± SEM; n=18) 
below correspond to intracellular labeling density obtained immediately after treatment or 
following recovery (60 min) from agonist exposure. Statistical comparisons were completed 
using one-way ANOVA followed by Tukey’s posthoc test which revealed a significant loss of 
intracellular labeling in cells that recovered from treatment in the absence of inhibitor but not in 
those that recovered in presence of cytochalasin D (a) or Y-27632 (b). Statistics shown on the 
corresponding figures.  
 
Figure 7. Rock inhibitor Y-27632 precipitates acute tolerance to DPDPE-mediated analgesia.  
Mechanical allodynia was induced by intraplantar administration of CFA 72 hs before 
the experiment.  On the day of the experiment rats received an i.t. injection of saline or Y-27632 
(20 µg/20 µl) () followed by a second injection of saline or Y-27632 () immediately before 
DPDPE administration (i.t., 10 nmoles) (). Mechanical thresholds were assessed immediately 
after DPDPE injection and then every 15 min until return to baseline and, at this time, animals 
were administered a second identical dose of DPDPE. Results correspond to pressure 
withdrawal threshold (mean ± SEM) for rats injected with saline + DPDPE (n=8) or with Y-
27632 + DPDPE (n=7). Statistical comparisons by two-way ANOVA revealed an effect of time 
(p˂0.0001); an effect of Y-27632 pre-treatment (p˂0.0001) and an interaction (p = 0.0033). 
Post-hoc comparisons with Bonferroni correction revealed differences after the second injection 









After internalization GASP-1 excludes DOPrs from the recycling machinery originating 
at EEs, and the ESCRT complex sorts them into ILVs. By promoting back-fusion of ILVs, 
ESCRT accessory protein ALIX allows DOPrs to regain the limiting membrane of MVBs/LEs. 
At the limiting membrane DOPrs become available for translocation by the Rab9/TIP47 
retrieval complex which transports them to the TGN. DOPrs then reach the membrane in carriers 
whose fission from the TGN is cell type-dependent.  
 
Supplementary figure legends 
Supplementary Figure 1. DOPrs do not rely upon Rab4-dependent transport to regain the 
membrane. 
Cortical neurons were transfected with Flag-DOPrs (red) and pcDNA3 or Rab4N121I 
(green) as indicated, treated with vehicle (0.05% DMSO) or DPDPE (10 µM, 60 min) and 
processed as in figure 1. Upper panels show intracellular labeling immediately after end of 
indicated treatment, lower panels show images for intracellular and surface labeling in DPDPE-
treated cells that were allowed to recover (60 min) in the absence of agonist. Scatter plots and 
histograms correspond to intracellular labeling density (mean ± SEM; n=18) in neurons labeled 
immediately after DPDPE treatment, and neurons that were allowed to recover from DPDPE 
exposure. Statistical comparisons by two-way ANOVA followed by Tukey’s posthoc test 
revealed reduction in intracellular labeling following recovery both in cells transfected with 
pcDNA3 and Rab4N121I (***p˂0.0001). Scale bar, 50 µm (a). HEK293 cells were co-
transfected with Flag-DOPrs and pcDNA3 or Rab4N121I, exposed to DPDPE (1 µM, 30 min) 
and recycling assessed upon removal of the agonist. Results were expressed as % of maximal 
recycling observed in vector-transfected controls, and correspond to mean ± SEM (n=4). Curves 
were fit to one phase exponential kinetics and plateaux for pcDNA3 and Rab4N121I were 
compared using ‘extra sum of squares F test’ which revealed no significant difference among 






Supplementary Figure 2. DOPr recycling in HEK cells is blocked by inactive Rab7 but not 
VPS35, which nonetheless blocks β2ADR receptor recycling in neurons and HEK cells. 
Cortical neuron cultures were transfected with Flag-β2ARs and either scrambled (Scr-) 
or VPS35 siRNA. The day of the experiment they were labeled, treated with isoproterenol (1 
µM; 60 min) or vehicle (0.05% DMSO) and processed as in previous figures. Upper panels 
show intracellular labeling immediately after end of indicated treatment, lower panels show 
images for intracellular and surface labeling in isoproterenol-treated cells that were allowed to 
recover (60 min) in the absence of agonist. Scatter plots and histograms (mean ± SEM; n=18) 
represent intracellular labeling density in neurons processed immediately after treatment, or 
neurons that were allowed to recover. Statistical comparisons by two-way ANOVA followed 
by Tukey’s posthoc test revealed significant reduction of intracellular labeling following 
recovery in neurons transfected with scrambled (***p˂0.0001) but not VPS35 siRNA (a). 
HEK293 cells stably expressing Flag-β2ARs were transfected with either scrambled or VPS35 
siRNA, were treated with isoproterenol (1 µM; 30 min) and recycling assessed upon removal of 
the agonist. Results were expressed as % of maximal recycling observed in scrambled-
transfected controls after 60 min recovery from agonist exposure (mean ± SEM; n=6). Statistical 
comparison using two-tailed Student’s t test; p = 0.0039 (b). HEK293 cells were co-transfected 
with Flag-DOPrs and pcDNA3 or Rab7N125I, exposed to DPDPE (1 µM, 30 min) and recycling 
assessed upon removal of the agonist. Results were expressed as % of maximal recycling 
observed in vector-transfected controls (mean ± SEM; n=5). Curves were fit to one phase 
exponential kinetics and plateaux for pcDNA3 and Rab7N125I were compared using ‘extra sum 
of squares F test’ to reveal an effect of inactive Rab7: plateau pcDNA3= 99.8 ± 22.22, plateau 
Rab7N125I= 49.7 ± 17.97, p < 0.0001. (c). Recycling was assessed in HEK293 cells expressing 
Flag-DOPr and transfected with scrambled or VPS35 siRNA and DPDPE (1 µM, 30 min). 
Results correspond to mean ± SEM (n=6). Curves were fit to one phase exponential kinetics and 
plateaux for scrambled or VPS35 siRNA compared using ‘extra sum of squares F test’ to reveal 
no effect of VPS35 silencing: plateau scrambled= 101.5 ± 19.2, plateau VPS35 siRNA= 73.72 





Supplementary Figure 3. DOPrs colocalize with TGN46 in neurons 
Neurons transfected with Flag-DOPrs were treated with DPDPE (10μM; 60 min) or 
vehicle (0.05% DMSO) and either immediately processed (a) or allowed to recover in presence 
or absence of ROCK inhibitor Y27632 (10 µM) (b) before revealing DOPr (red) and endogenous 
TGN46 (green). Insets: show DOPr colocalization with TGN46 for corresponding conditions.  
 
Supplementary Figure 4. MOPr recycling in neurons is not affected by temperature and 
DOPr recycling in neurons is insensitive to PKD inhibitor CID755673. 
Cortical neuron cultures transfected with Flag-MOPrs were then labelled at the 
membrane with first antibody and exposed to DAMGO (10 µM; 60 min). At the end of treatment 
cells were immediately processed for visualization of intracellular labeling or allowed to recover 
from treatment (60 min) at 37oC or 20oC before revealing intracellular or surface labeling. 
Scatter plots and histograms below correspond to intracellular labeling (mean ± SEM; n=18) as 
indicated. One-way ANOVA, followed by Tukey multiple comparisons was used for statistical 
analysis and results are shown in the figure (a). Cortical neurons transfected with Flag-DOPrs 
were pretreated or not with CID755673 (20 µM) for 24hs. On the day of the experiment the 
medium was changed for one with freshly prepared blocker and neurons were exposed to 
DPDPE (10 µM; 60 min) or vehicle (0.05% DMSO). At the end of treatment, they were 
immediately processed or allowed to recover from treatment (60 min) before revealing 
intracellular or surface labeling. Scatter plots and histograms correspond to intracellular labeling 
density (mean ± SEM; n=18) as indicated. Statistical comparisons by two-way ANOVA 
followed by Tukey multiple comparisons revealed significant reduction of intracellular labeling 
following recovery in cells exposed or not to CID755673, ** p < 0.01, *** p < 0.0001. Scale 
bar, 50 µm. 
 
Supplementary Figure 5. DOPr recycling in HEK cells is sensitive to temperature block and 




HEK293 cells expressing Flag-DOPr (a) or Flag-MOPr (b) were treated with 
corresponding agonist as indicated (1 µM; 30 min), and recycling evaluated at 37oC or 20oC. 
Curves were fit to one phase exponential kinetics and time constant obtained at different 
temperatures compared using ‘extra sum of squares F test’. Comparisons revealed an effect of 
temperature for Flag-DOPrs (time constant 37oC= 0.047 ± 0.01, time constant 20oC= 0.001 ± 
0.01, p < 0.0001; n=5) but not Flag-MOPr (time constant 37oC= 0.038 ± 0.02, time constant 
20oC= 0.028 ± 0.01, p = 0.6680; n=3). HEK293 cells expressing Flag-DOPr were treated with 
DPDPE (1 µM; 30 min) and recycling was evaluated in control cells and cells exposed to Y-
27632 (10 µM) (c) or Cytochalasin D (10 µM) (d) during recovery. Another set of cells was 
pretreated or not with CID755673 (20 µM) for 24 hs before recycling experiment was carried 
out (e). Curves were fit to one phase exponential kinetics and corresponding plateaux were 
compared using ‘extra sum of squares F test’. There was no effect of Y-27632 (plateau CTL= 
91.5 ± 6.5, plateau Y-27632 = 86.9 ± 8.4, p = 0.7188; n=6) or Cytochalasin D (plateau CTL= 
107.1 ± 8.6, plateau Cytochalasin D = 102.4 ± 12.9, p = 0.0920; n=6) but the analysis revealed 
an effect of PKD inhibitor for CID755673 (plateau CTL= 100 ± 5.5, plateau CID755673 = 69.8 
± 5.6, p = 0.0104; n=3). 
 
Supplementary Figure 6. Definition of region of interest for quantifiucation of intracellular 
and surface labeling.  
Total cytoplasmic labeling density (CLD) was obtained by measuring fluorescence 
intensity within the region confined between the external (white) and nuclear perimeters 
(yellow) and dividing this value by the corresponding area (a). Total surface labeling density 
(SLD) was defined by measuring fluorescence within internal (yellow) and external (white) 
perimeters of surface-labeled neurons and dividing this value by the corresponding area (b). 

















































































Supplementary Table1: Quantification of fluorescence density at the membrane after 
recovery (arbitrary units) 




 Receptor Intervention Mean SEM Mean SEM p value (n=18) 
Figure 2 
(DOPr) Rab7N125I 31.69 2.26 14.33 1.43 1.03.10-8 
(DOPr) VPS35 siRNA 23.80 2.85 25.38 1.92 0.6490 
 
Figure 3 
(DOPr) RAB9 siRNA 27.00 0.95 14.80 0.80 3.39.10-8 
(DOPr) TIP47 siRNA 24.38 2.13 8.94 0.63 9.57.10-7 
(DOPr) ALIX siRNA 23.73 3.81 12.09 2.95 0.0216 
 
Figure 5 
(DOPr) 20°C 27.43 2.60 7.95 1.34 5.3.10-7 
(DOPr) ARF1-T31N 22.71 2.65 13.29 1.82 0.0064 
 
Figure 6 
(DOPr) Cytochalasin D 29.97 2.72 15.43 2.30 0.0002 
(DOPr) Y-27632 28.46 3.68 3.96 0.60 3.63.10-7 
Supp. Figure 1 
 
(DOPr) Rab4N121I 33.81 2.42 31.71 2.08 0.5150 
Supp. Figure 2 (β2ARs) VPS35 siRNA 25.11 2.93 11.74 2.86 0.0025 
Supp. Figure 4 
(MOPr) 20°C 21.69 2.21 20.62 2.18 0.7310 






Nos travaux ont démontré que les propriétés d’internalisation du DOPr dépendent des 
ligands et de l’environnement biologique dans lequel ils sont exprimés et qu’il existe un biais 
mesurable pour la modulation de l'AMPc versus internalisation pour certains agonistes du DOPr. 
Aussi, nous avons établi que le recyclage du DOPr à partir des compartiments liés à la 
dégradation le protège contre la survenue de tolérance analgésique. Ces informations fournissent 
des éléments pertinents pour le processus de criblage de nouveaux opioïdes ayant une activité 
analgésique durable.   
 
4.1 Mise en évidence du biais des ligands dans les réponses médiées par le 
récepteur opioïde delta 
Plusieurs agonistes du MOPr et du DOPr présentent un «déséquilibre» dans leur capacité 
à engager les voies de signalisation et de régulation [480,319,481]. La détection du biais a 
souvent été établie en comparant l’efficacité de différents ligands à travers au moins deux voies 
de signalisation ou de régulation en utilisant une seule concentration maximale efficace. Une 
inversion de l’ordre d’efficacité des ligands entre les voies étudiées indiquait que le récepteur 
stabilisait différentes conformations, vu qu’une seule conformation active du récepteur ne peut 
pas représenter cette inversion [343]. Cependant, bien qu'étant assez spécifique, cette façon 
d'identifier les agonistes biaisés peut ne pas être suffisamment sensible. Par exemple, si le biais 
est donné par une inversion dans l'ordre des puissances, une sous-estimation du biais a lieu quand 
on prend en considération uniquement les valeurs de l’efficacité maximale. Idéalement, il faudra 
inclure simultanément les paramètres de position et les réponses maximales. En outre, la 
méthode devrait permettre une quantification significative du biais indépendamment des 
facteurs de confusion du système et du test. Kenakin et Christopoulos ont utilisé le modèle 
opérationnel de Black et Leff (1983) pour mettre au point un outil analytique répondant à toutes 
ces exigences [326,482,327]. Nous avons alors utilisé ce modèle en prenant en compte que 
l'affinité du ligand pour le récepteur peut être influencée par son (ses) partenaire (s) de 
signalisation. En conséquence, les valeurs de "l'affinité fonctionnelle" ou KA ont été calculées 
à partir des courbes dose-réponse pour chacune des réponses étudiées traduisant l'affinité de 




Nous avons trouvé que les ligands DPDPE, SNC-80, UFP-512 et TIPP reconnaissent mieux la 
(les) conformation (s) du récepteur responsable (s) de la modulation de la voie cyclase que celle 
(s) associée(s) à l'internalisation, en comparant les valeurs de KA entre les deux réponses pour 
tous ces ligands. Ceci souligne l’intérêt de mesure de cette affinité pour chacune des réponses 
étudiées. Le biais a été mis en évidence en comparant les coefficients de transduction (log τ/KA) 
normalisés au standard DPDPE pour chacune des voies examinées. Le modèle opérationnel a 
également été utilisé pour démontrer que l'endomorphine 2 (ligand du MOPr) démontre un biais 
significatif pour l'activation de la protéine G par rapport au recrutement de la βarr2. Cependant, 
dans cette étude, les auteurs ont employé la méthode proposée par Rajagopal et collaborateurs 
[483] qui utilise le modèle opérationnel avec une valeur d'affinité fixe obtenue des essais de 
liaison et supposée être la même pour toutes les réponses. En conséquence, la comparaison 
repose uniquement sur les différences d’efficacité (τ) pour mesurer le biais. Nous avons alors 
fait l’exercice de fixer la même valeur de KA pour les essais d’accumulation d’AMPc et 
d’internalisation. Seules les données de la voie cyclase pouvaient être raisonnablement ajustées 
par ce modèle confirmant qu’une seule affinité ne représente pas adéquatement les réponses 
médiées par le DOPr et que certains aspects de la diversité des ligands sont mieux représentés 
en permettant au récepteur d'avoir des affinités fonctionnelles distinctes pour différentes 
réponses.  
Nous avons également comparé les valeurs d'Emax (effet maximal) pour les différents 
ligands de l’étude dans les deux voies et cette comparaison n’a révélé aucune disproportion entre 
l'internalisation maximale et l'inhibition de l'AMPc induite par le DPDPE ou le SNC-80, mais 
l'inhibition relative de la cyclase par l'UFP-512 était beaucoup plus élevée que sa réponse 
d'internalisation. À partir de ces données, aucun biais n’est prévu pour le DPDPE ou le SNC-
80, mais les différences d’Emax pour les réponses médiées par l’UFP-512 sont interprétées 
comme une inhibition préférentielle de la cyclase par rapport à l’internalisation.  
En revanche, l’estimation du biais à partir des coefficients de transduction indique que 
l’UFP-512 et le SNC-80 sont capables d'engager préférentiellement la voie d’AMPc par rapport 
à l'internalisation. Le biais de l'UFP-512 est principalement déterminé par une faible efficacité 
d'internalisation et une affinité fonctionnelle élevée pour l’inhibition de la cyclase. Le biais du 
SNC-80 est associé à sa faible affinité pour la (les) conformation(s) du récepteur produisant son 




maximales. La mise en évidence d’un biais pour certains ligands confirme encore une fois que 
le DOPr peut adopter différentes conformations actives qui diffèrent dans leurs propriétés de 
signalisation et de régulation. Ceci est en accord avec les études précédentes démontrant de la 
sélectivité fonctionnelle pour les ligands du DOPr [85,269,215]. Le fait que l'UFP-512 est plus 
efficace pour inhiber la  production d'AMPc que d'induire l'internalisation confirme les 
observations relatives aux agonistes partiels du MOPr qui ont démontré un biais de signalisation 
par rapport à l’internalisation [341,484]. Des études in vivo ont démontré que le SNC-80 
présente un biais pour l’internalisation (cinétique en temps réel par microscopie confocale) par 
rapport à la signalisation (mesurée par l’étude de l’activation de la protéine G), ce qui explique 
son potentiel à engendrer de la tolérance analgésique [348]. Ceci est en contradiction avec les 
résultats de notre étude. Toutefois, les différences entre les deux études dans les voies de 
signalisation étudiées, le standard utilisé, les méthodes de quantification de l’internalisation et 
du biais et l’environnement cellulaire, peuvent expliquer cette divergence. Notre étude a 
également souligné que le SNC-80 produit un biais pour la signalisation par rapport à 
l’internalisation en le comparant au DPDPE, et pourtant il produit plus de tolérance que ce 
dernier. La notion de la prévention de la survenue de la tolérance en optant pour les ligands 
favorisant la signalisation par rapport à l’internalisation est alors à interpréter avec précaution, 
vu qu’elle ne constitue pas un critère absolu prédictif de cet effet secondaire. Une considération 
de toutes les caractéristiques engendrées par la drogue (signalisation qui donne l’analgésie, 
internalisation, trafic post-endocytique) et une prise en compte du contexte cellulaire (neurones 
versus systèmes hétérologues) définiraient la façon optimale pour estimer le potentiel de 
l’opioïde à induire la tolérance.  
 
4.2 Les propriétés d’internalisation du récepteur opioïde delta dépendent de 
l’environnement biologique dans lequel ils sont exprimés 
La nature du système biologique étudié affecte non seulement le biais (comme mentionné 
dans la section précédente), mais également les mécanismes d’internalisation du DOPr stimulé 
par différents ligands. Nous avons comparé l’internalisation du DOPr stimulé par les cinq 
ligands de l’étude dans les cellules HEK293 et les neurones, de point de vue magnitude et 




la morphine n'induit pas de séquestration significative du récepteur alors que l'internalisation 
par UFP-512 et TIPP était significative, mais atteignait seulement ~ 10% de la réponse induite 
par DPDPE. Au niveau des neurones, nous avons trouvé que la magnitude d’internalisation par 
DPDPE et SNC-80 était similaire, et significativement plus élevée que les réponses induites par 
UFP-512, morphine et TIPP, dont les amplitudes respectives étaient de 62 ± 4, 49 ± 3 et 47 ± 
3% de l'effet du DPDPE. Ainsi, la différence d'internalisation entre les agonistes complets 
(DPDPE et SNC-80) et partiels (UFP-512, morphine et TIPP) devient moins prononcée dans les 
neurones. Ceci peut s’expliquer par le fait que le couplage stimulus-réponse est plus efficace 
dans les neurones que dans les cellules HEK293. D’un point de vue mécanistique, nous avons 
trouvé que la βarr contribue à l'internalisation des DOPrs dans les cellules HEK293 et les 
neurones alors que la GRK2 et la PKC n’interviennent que dans les neurones. Ces observations 
concordent avec les études antérieures démontrant l’implication de la βarr, la GRK2 et la PKC 
dans la régulation de l’activité du DOPr dans d’autres systèmes biologiques [485,264,316]. La 
différence des mécanismes d’internalisation entre les deux systèmes biologiques confirme que 
les protéines régulatrices qui contrôlent l'internalisation des ROs ne sont pas les mêmes pour les 
différents types de cellules. En effet, il a été déjà démontré que l'expression de ces protéines 
peut varier entre différents types de cellules [342,486]. Cette variation pourrait influencer non 
seulement l'efficacité du couplage réponse-stimulus (magnitude d’internalisation), mais aussi la 
nature des molécules de signalisation avec lesquelles le récepteur interagit pour produire 
l'internalisation.    
Le défaut d’implication de la GRK2 dans l’internalisation du DOPr au niveau des cellules 
HEK293 est en accord avec les travaux de l’équipe de Zhang, qui a démontré que le DOPr peut 
internaliser dans les cellules HEK293 sans faire intervenir la GRK2 [248]. Ceci peut être 
expliqué par l’absence ou la non-disponibilité des déterminants clés de sa participation à 
l’internalisation dans ce contexte cellulaire. La même étude a démontré que cette internalisation 
indépendante de la GRK2 fait toujours intervenir la βarr, résultat cohérent avec nos travaux. 
Aussi, l’équipe de Traynor a démontré qu’au niveau des cellules HEK293, une voie alternative 
indépendante de la protéine G et de la GRK2 existe pour médier la phosphorylation et 
l’internalisation du DOPr [250]. Cette voie impliquerait probablement la GRK5 ou GRK6 qui 





Vu que la base moléculaire du biais est donnée par la capacité différentielle des ligands 
d’interagir avec le récepteur lorsque celui-ci est associé à différents partenaires de signalisation 
[327], une divergence de ces partenaires entre les cellules HEK293 et les neurones soulève la 
question si un tel biais serait maintenu à travers les différents systèmes biologiques ou même 
dans différentes populations neuronales exprimant les ROs. Le contexte cellulaire constitue 
donc une source de variation qui ne peut pas être simplement contrôlée par l'utilisation du 
modèle opérationnel. Il devrait être pris en considération si le biais de ligands est utilisé pour la 
conception rationnelle de nouveaux agents thérapeutiques. 
 
4.3 Estimation de la sélectivité fonctionnelle par l’inversement de l’ordre 
d’efficacité 
Le calcul des pourcentages d'internalisation neuronale qui pourrait être bloquée en 
inhibant la fonction de βarr, GRK2 et PKC pour les cinq ligands a démontré les observations 
suivantes : 1) la contribution de GRK2 à l'internalisation du DOPr n'était pas différente entre les 
ligands, 2) une plus grande proportion de l'internalisation produite par l’UFP-512 reposait sur la 
PKC en la comparant à celle induite par la morphine, 3) les ligands étaient également différents 
dans leur capacité à engager l'internalisation médiée par la βarr, l’UFP-512 étant plus efficace 
que DPDPE, et TIPP plus que la morphine. 
L'ordre d’efficacité des ligands à engager ces différentes réponses a été comparé entre 
elles-mêmes et aussi aux valeurs d'Emax obtenues dans les réponses d’accumulation d’AMPc. 
Une inversion significative dans l'ordre de classement n'a été observée que pour la réponse 
cyclase dans les cellules HEK293 par rapport à la capacité du ligand à engager l'internalisation 
dépendante de la βarr dans les neurones pour le DPDPE et l'UFP-512 ainsi que pour la morphine 
et la TIPP. Ces données sont cohérentes avec la notion que l'inhibition de l'AMPc dans les 
cellules HEK293 et l'internalisation médiée par la βarr dans les neurones sont médiées par des 
conformations distinctes du récepteur, bien qu’il soit plus adéquat de comparer les efficacités 
dans le même contexte cellulaire et de prendre en compte l’intensité du couplage stimulus-
réponse. Aussi, malgré le fait que l’inversion de l’ordre d’efficacité des ligands entre les 
réponses ne fournit pas une estimation quantitative du biais, elle fournit au moins une idée 




La GRK2 est recrutée à proximité du récepteur occupé par le ligand et activé. Elle pourra 
alors discriminer entre les différentes conformations du récepteur induites par les différents 
ligands. L’intervention de cette kinase dans l’internalisation neuronale du DOPr était pareille 
pour tous les ligands. On peut dans ce cas spéculer que les conformations du récepteur stabilisées 
par ces ligands choisis seraient similaires.    
 
4.4 Le récepteur opioïde delta suit la voie de recyclage suite à son 
internalisation aussi bien au niveau des cellules HEK293 que les 
neurones.  
Suite à la discussion des résultats du premier article, nous pouvons affirmer que la notion 
du biais des ligands pour la signalisation par rapport à l’internalisation ne peut pas expliquer à 
elle seule les bases de la tolérance analgésique et qu’il faudra tenir en compte entre autres des 
caractéristiques du trafic post-endocytique du récepteur. En effet, comme déjà expliquées, les 
réponses analgésiques dépendent de la capacité du ligand à soutenir le recyclage du DOPr 
[85,488]. Malgré l’existence de rapports cohérents indiquant que les DOPrs sont triés vers la 
voie de dégradation [366,348,370], nous, avec d’autres, avons démontré que ces récepteurs sont 
également connus pour regagner la membrane plamsique [85,373]. Pour confirmer cette 
observation, nous avons évalué le trafic post-endocytique du DOPr au niveau des cellules 
HEK293 par la technique ELISA et au niveau des cultures primaires de neurones par 
immunofluorescence. Dans les deux systèmes biologiques, le DOPr stimulé par le DPDPE se 
dirige vers la membrane plasmique suite à son internalisation. La capacité de la drogue à induire 
le recyclage du récepteur dépend du ligand lui-même et ne constitue pas une propriété fixe du 
récepteur, comme cela a été longtemps considéré. La liaison de différents ligands va engendrer 
des changements conformationnels distincts au niveau du récepteur, qui permettront 
l’interaction avec différents partenaires de triage, dictant ou non son recyclage. L’équipe de 
Zhang a démontré qu’au niveau des cellules HEK293, l’internalisation indépendante de la 
GRK2 du DOPr induite par le DPDPE est suivie de sa dégradation [316]. Ceci contredit les 
résultats de notre étude, vu que le DOPr, internalisant de façon indépendante de la GRK2 au 
niveau des cellules HEK293, réussit à regagner la membrane plasmique suite à son 




recyclage du DOPr n’étaient pas les mêmes pour les deux études. Aussi, il est à noter que 
l’équipe de Zhang a utilisé le DOPr muté au niveau des trois sites que la GRK2 reconnait pour 
le phosphoryler, ce qui pourrait expliquer la différence avec nos travaux. Ces sites de 
phosphorylation pourraient être essentiels au recyclage du récepteur, indépendamment de 
l’action de la GRK2. 
    
4.5 Le recyclage du récepteur opioïde delta des endosomes tardifs vers la 
membrane plasmique repose sur la protéine X interagissant avec le gène 
2 lié à l’apoptose (ALIX) et le complexe Rab9/protéine intéragissant avec 
la queue de 47kD (TIP47) 
Pour les RCPG, il est traditionnellement établi que, suite à leur internalisation, des 
partenaires de triage interviennent au niveau des endosomes précoces pour engager le récepteur 
soit vers la voie de dégradation ou celle de recyclage. Ici, nous avons démontré que cette étape 
de triage se déroule un peu plus loin des compartiments précoces et plus exactement au niveau 
des endosomes tardifs associés à la dégradation. Les endosomes tardifs fonctionnent comme une 
station de triage pour les M6PR et pour la furine (une endopeptidase qui activent certaines 
protéines suite à leur synthèse), mais ce compartiment n'avait pas été précédemment associé au 
recyclage membranaire des RCPG à la surface des cellules. Notre étude est alors la première à 
démontrer qu’au niveau des endosomes tardifs, le DOPr est soumis à un processus actif de 
sélection l’acheminant vers la voie de recyclage. En effet, ni le Rab4 ni le rétromère, liés à la 
récupération du cargo à travers le réseau tubulaire avant le tri vers les VI [402,489], n’ont 
participé au recyclage du DOPr. Il a été démontré que le cargo qui n’est pas recyclé à travers le 
réseau tubulaire est progressivement trié vers la dégradation [490], un mécanisme qui a été établi 
pour le DOPr [378]. Notre étude a prouvé que le DOPr peut échapper à ce mécanisme en faisant 
intervenir plusieurs acteurs.  
Premièrement, le récepteur progresse des endosomes précoces vers les tardifs avant de 
se diriger vers la membrane plasmique et cela se fait sous l’action de Rab7. En effet, il a été 




En d’autres termes, l’envoi du récepteur vers les endosomes tardifs ne résulte pas en sa 
dégradation, mais plutôt constitue une étape de triage du récepteur vers la voie de recyclage, vu 
que l’inhibition du Rab7 a réduit le recyclage de façon significative.  
Deuxièmement, ce recyclage nécessitait l’action du complexe Rab9/TIP47, connu pour 
médier la récupération du M6PR à partir des endosomes tardifs vers le TGN avant que les 
endosomes tardifs ne fusionnent avec les lysosomes [491]. Comme le Rab9 est responsable, au 
moins en partie, du recrutement du TIP47 vers l'endosome [439], ceci peut expliquer comment 
l'inactivation de l'une ou l'autre protéine peut interférer fonctionnellement avec le recyclage du 
DOPr à partir des endosomes tardifs. Récemment il a été démontré que le Rab9 interagit avec le 
récepteur α1-adrénergique [436,435] et probablement le récepteur LGR5 (de l’anglais Leucine-
Rich G protein-coupled receptor-5) [437]. Ces observations démontrent l’implication récente du 
Rab9 dans le monde des RCPG. Les séquences impliquées dans l’interaction directe entre le 
M6PR et le TIP47 ne sont pas conservées dans notre récepteur d’étude [492]. Cependant, 
l'interaction directe DOPr/TIP47 par d'autres résidus ne peut pas être exclue.  
Troisièmement, le recyclage du DOPr a été inhibé en interférant avec l'expression d'ALIX, 
suggérant que le récepteur peut compter sur la rétrofusion des VI avec la membrane limitante 
des endosomes tardifs pour son recyclage vers la membrane plasmique (une des fonctions 
d’ALIX). Plusieurs études ont démontré que les DOPrs qui arrivent aux endosomes tardifs se 
trouvent pour la plupart dans des VI [366,378]. L’intervention d’ALIX dans le recyclage du 
DOPr contredit le rôle de cette protéine dans le tri des récepteurs PAR1 et P2Y1 dans les VI et 
leur envoi vers la dégradation [452,453]. Ceci s’explique par le fait qu’ALIX, outre le processus 
de rétrofusion, assure le triage du cargo dans les VI, c’est-à-dire de la membrane limitante des 
endosomes tardifs vers la lumière et plus précisément au niveau des VI, pour une fusion 
ultérieure avec les lysosomes et sa dégradation subséquente. Le mécanisme de rétrofusion est 
utilisé par certains lipides et différents agents pathogènes qui ont besoin d’être exportés à partir 
des endosomes vers des destinations autres que les lysosomes comme la membrane plasmique, 
le TGN ou les exosomes [493,449]. Nous pouvons alors spéculer que le DOPr, une fois au 
niveau de la membrane limitante grâce à ALIX, sera disponible au complexe Rab9/TIP47, qui 
assurera sa translocation vers le TGN. En effet, il est connu que le DOPr interagit avec GASP, 
et que cette machinerie le retient efficacement dans la membrane limitant les endosomes 




au récepteur de résider au niveau de la membrane endosomale pendant une période de temps 
assez prolongée pour subir l’action du complexe Rab9/TIP47 et c’est comme ça que le DOPr, 
soumis à l’action de GASP, pourrait échapper de la dégradation. Le mécanisme par lequel la 
protéine cytoplasmique ALIX, sans accès à la lumière endosomale, peut favoriser la fusion des 
VI avec la membrane limitante endosomale reste à clarifier. Une possibilité est qu'en se liant au 
LBPA et à certaines composantes d’ESCRT au niveau cytoplasmique, ALIX peut réorganiser 
la composition de la portion luminale de la bicouche endosomale, augmentant ainsi la 
probabilité d’ancrage des VI [494]. Une autre possibilité, pas nécessairement exclusive, réside 
dans le fait qu'ALIX pourrait détourner les DOPrs dans un compartiment qui les protège de la 
dégradation d'où ils peuvent être récupérés par le complexe Rab9/ TIP47 et recycler vers la 
membrane plasmique. La possibilité qu’ALIX prévienne la dégradation du DOPr s’est renforcée 
par des observations récentes indiquant qu'ALIX redirige les EGFR non ubiquitinés, stimulés 
par le stress, hors du chemin de dégradation canonique [495]. Les EGFR incapables de lier 
l’ubiquitine et activés par le ligand ont été triés de manière similaire en dehors de la dégradation, 
suggérant que l'absence d'ubiquitination pourrait servir comme un signal reconnu par ALIX 
[495]. Le DOPr partage un point commun avec l’EGFR activé par le stress dans le sens qu'il 
peut être trié vers les VI sans ubiquitination [366].  
  
4.6 Le récepteur opioïde delta regagne la membrane plasmique à partir du 
réseau trans-Golgi 
Ayant établi que le recyclage du DOPr repose sur un mécanisme qui le récupère des 
endosomes tardifs vers le TGN, nous avons alors voulu confirmer directement cette observation 
et voir si les DOPrs atteignent la membrane plasmique à partir de ce compartiment.  
Le recyclage à partir du TGN a été démontré pour plusieurs RCPG y compris le récepteur de 
type 2A de la somatostatine et le récepteur à la chimiokine CCR5 [400]. Nos observations 
indiquent qu’au niveau des neurones, la polymérisation de l'actine et l'activité de ROCK-II 
(indispensables pour la formation des transporteurs de cargo et leur fission au niveau du TGN) 
étaient nécessaires pour que les DOPrs recyclent vers la membrane plasmique confirmant que 
le DOPr regagne cette membrane à partir du TGN. Ces observations sont en accord avec les 




plasmique en faisant intervenir la cascade ROCK-II/LIMK1/cofiline qui régule localement 
l’assemblage d’un ensemble spécialisé de filaments d'actine [63]. Vu que la fonctionnalité du 
DOPr est positivement corrélée avec le taux de récepteurs recyclés à la membrane plasmique à 
partir du TGN, cette même équipe a démontré que la voie ROCK-II/LIMK1/cofiline régule la 
signalisation du récepteur dans les neurones des DRG [63]. Ceci suggère que les mécanismes 
d’envoi du DOPr vers la membrane plasmique à partir du TGN sont similaires pour les 
récepteurs internalisés et néo-synthétisés. 
ALIX et le complexe Rab9/TIP47 sont essentiels pour le recyclage du DOPr à la fois 
dans les cellules HEK293 et les neurones, indiquant un mécanisme de récupération conservé à 
partir des endosomes tardifs. Cependant, le trafic du récepteur du TGN vers la membrane 
plasmique repose sur des mécanismes différents selon le contexte cellulaire. En effet, l’activité 
de la PKD était spécifiquement requise pour le recyclage du DOPr dans les cellules HEK293 et 
la polymérisation de l'actine ne semblait pas y jouer un rôle. Cela est en accord avec 
l’observation que les mécanismes de l'exportation membranaire à partir du TGN sont multiples 
et distincts selon le type de cellule en question et les domaines membranaires spécifiques 
auxquels le cargo est destiné [405]. Encore une fois, certains mécanismes du trafic du DOPr 
dépendaient du contexte cellulaire. Ceci souligne l’importance de la prise en compte d’une telle 
divergence lors du développement rationnel de nouvelles drogues.  
 
4.7 L’itinéraire post-endocytique établi pour le récepteur opioïde delta le 
protège contre la survenue de tolérance analgésique 
Une fois la voie post-endocytique empruntée par le DOPr définie, nous avons voulu 
évaluer si l'itinéraire de recyclage décrit était pertinent pour les réponses analgésiques au 
DPDPE in vivo. Les études antérieures ont établi que la capacité du ligand à supporter le 
recyclage du DOPr était corrélée avec un effet analgésique prolongé. Mais à notre connaissance, 
aucune étude n’a établi le lien entre les caractéristiques de ce recyclage et la modulation de la 
tolérance analgésique. Nous avons alors utilisé un modèle de douleur inflammatoire chez le rat 
afin d’évaluer l’effet analgésique produit par le DPDPE dans les différentes conditions de 
l’étude. Le modèle de douleur inflammatoire a été choisi, car plusieurs études proposent que le 




plus de bloquer le recyclage, l’inhibition de l'activité de ROCK a précipité la tolérance 
analgésique au DPDPE. Cette observation souligne la pertinence fonctionnelle de l'itinéraire de 
recyclage décrit dans le maintien de la réponse analgésique aux agonistes. Ceci est en accord 
avec un rapport récent décrivant le ROCK comme modulateur de l’activité soutenue du canal 
Cav2 activé par le DOPr dans les neurones des DRG [63], ce qui nous ramène à conclure que 
l’envoi du DOPr à la membrane cellulaire à partir du TGN régule la durée de l’effet analgésique.  
Ces propriétés sont à prendre en compte pour le criblage et le développement rationnel 





5 Perspectives et directions futures 
Les résultats de notre étude nous amènent à conclure que la tolérance à l’analgésie est 
un phénomène complexe, qui peut être modulé par des événements ultérieurs à son activation 
tels que l’endocytose, le recyclage et/ou la dégradation. Les études qui ont clarifié les 
mécanismes moléculaires à la base du triage du RO vers une voie spécifique et pas une autre ne 
sont pas nombreuses. Notre laboratoire a démontré que la stabilité différentielle de l'association 
DOPr-Gβγ-βarr2 prédit le schéma de recyclage spécifique au ligand et module la survenue de la 
tolérance analgésique [85]. À la lumière de ces résultats, nous pouvons spéculer que la 
déstabilisation du complexe DOPr-Gβγ-βarr2 pourrait augmenter le recyclage du DOPr et 
prévenir de ce fait la tolérance analgésique. Nous avons alors pensé à déstabiliser le complexe 
en ciblant l’interaction Gβγ-βarr2. L’interaction βarr2-Gβγ a été ciblée afin de ne pas perturber 
l’interaction DOPr-βarr2, ce qui pourra affecter l’internalisation du récepteur et par la suite 
rendre l’étude de recyclage difficile à réaliser vu que le recyclage est évalué en fonction de la 
quantité de récepteurs internalisés. Nous avons utilisé le mini-gène correspondant à la séquence 
de la βarr2 qui interagit avec la protéine Gβγ, une procédure communément utilisée pour l’étude 
des fonctions de la βarr. De cette façon, la déstabilisation de l’interaction βarr2-Gβγ a augmenté 
le recyclage du DOPr stimulé par l’agoniste DADLE, mais pas par la deltorphine. Le DADLE 
a été choisi comme ligand de l’étude vu que à notre connaissance, c’était le seul peptide qui ne 
produisait pas de recyclage du DOPr donc il était d’intérêt de creuser dans les mécanismes à la 
base de ce défaut de recyclage. La deltorphine a été utilisée vu qu’il y a eu des études confirmant 
le rôle de la convertase ECE2 dans le trafic post-endocytique du DOPr stimulé par cette drogue 
(un autre mécanisme de triage qui sera étudié, voir plus bas). Ceci aidera à la compréhension 
des mécanismes de triage spécifiques au ligand. Par la suite, nous avons effectué les mêmes 
expériences avec le DOPr tronqué au niveau C-terminal. Cette structure manque plusieurs sites 
de liaison avec la βarr2, donc le complexe sera déstabilisé cette fois du côté de l’interaction 
DOPr-βarr2. Encore une fois, le recyclage du DOPr a été augmenté pour le DADLE, mais pas 
pour la deltorphine. On pourra alors en conclure que la nature de l’association au sein du 
complexe DOPr-βarr2-Gβγ détermine le profil de recyclage du récepteur de façon dépendante 
de l’agoniste. Il sera maintenant adéquat de voir si la déstabilisation du complexe DOPr-Gβγ-




sera intéressant d’injecter le peptide identifié par l’étude in vivo et de voir s’il y aura une 
diminution subséquente de la tolérance analgésique.  
En relation avec les résultats du second article, il sera intéressant d’évaluer si 
l’interaction stable au sein du complexe DOPr-Gβγ-βarr2 empêchera l’action d’ALIX et celle 
de Rab9/TIP47, ce qui bloquera le recyclage du DOPr (figure 25). C’est une façon de mieux 
clarifier les mécanismes de triage et les possibles liens entre eux.   
 
Figure 25. Représentation de l’hypothèse illustrant comment l’interaction stable au sein du 
complexe DOPr-Gβγ-βarr2 empêchera l’action d’ALIX et de TIP47/RAB9. 
  
Outre la stabilité différentielle de l’association DOPr-Gβγ-βarr2, des schémas de recyclage 
spécifiques au ligand ont été attribués aux différences de susceptibilité aux peptidases 
endosomales ECE2 dans les neurones [375]. En traitant sélectivement les peptides opioïdes dans 
le compartiment endocytique, l’ECE2 joue un rôle dans la modulation de l'activité et la 
signalisation des ROs. Dans ce contexte, nous avons commencé à étudier le rôle de l’ECE2 dans 
le trafic post-endocytique du DOPr. Nous avons démontré que cette peptidase affecte le 
recyclage du DOPr stimulé par la deltorphine, mais pas par le DADLE, dans les cellules 
HEK293 et les neurones. L’inhibition de l’ECE2 a également précipité la tolérance analgésique 
à la deltorphine. Il est tentant de spéculer que certains ligands comptent sur la βarr pour la 
modulation de l’activité du récepteur alors que d’autres de nature peptidique ont besoin de 
l’action de l’ECE2 à cette fin. Il sera adéquat de voir si l’inhibition de l’ECE2 modulera la 




confirmer cette hypothèse.  
Les deux mécanismes cités ci-haut ne sont pas exclusifs pour la compréhension de la 
régulation différentielle du trafic post-endocytique dépendante du ligand et la recherche d’autres 
partenaires de triage sera alors d’une grande utilité. Par exemple, nous pouvons penser à la voie 
de triage médiée par la protéine GASP, d’autant plus que le knockout de GASP a réduit la 
tolérance analgésique aux cannabinoides [372]. Il sera alors intéressant d’évaluer le rôle de 
GASP dans le triage du DOPr stimulé par différents ligands et comment cette intervention de 







Notre étude a démontré que pour une meilleure compréhension de la tolérance 
analgésique reliée aux opioïdes, une considération de tous les signaux d’activation et de 
régulation du récepteur stimulé par différents ligands s’impose, de même que l’utilisation de 
nouvelles méthodes de quantification du biais et la prise en compte du contexte cellulaire.  
Il a été longtemps accepté que le DOPr soit un récepteur qui s’engage préférentiellement 
dans la voie de dégradation suite à son internalisation. Notre étude fournit une alternative à cette 
théorie affirmant que le DOPr, même s’il se trouve dans les compartiments reliés à la 
dégradation, est capable d’échapper à ce sort en recyclant vers la membrane plasmique via un 
nouveau mécanisme clairement identifié. La notion du trafic post-endocytique est importante et 
aide à expliquer pourquoi certains ligands, même s’ils présentent un biais de signalisation par 
rapport à l’internalisation, produisent toujours de la tolérance analgésique due à un défaut de 
recyclage du récepteur qu’ils engendrent.  
Cette thèse représente alors un outil intéressant qui aiderait au développement rationnel de 
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